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Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 
 
 
A    Adenin 
Abb.    Abbildung 
AK    Antikörper 
Akt/PKB V-Akt murine thyoma viral oncogene homolog 1/ 
Proteinkinase B 
APC antigen - presenting cell; Antigen präsentierende 
Zelle 
B220 Entwicklungsmarker aller B-Zellen; entspricht 
CD45R 
Bad Bcl- assoziierter „desth- promotor“; proapoptose- 
auslösendes Molekül 
BCR b-cell-receptor; B-Zell-Rezeptor 
BDNF    Brain Derived Neurotrophic Factor 
β- ME    Beta- Mercaptoethanol 
bp    Basenpaare 
BSA    Bovines Serum Albumin 
B-Zelle Lymphozytensubpopulation, im KM entwickelt; 
Name ursprünglich von bursa fabricii 
bzw.    beziehungsweise 
©    Copyright  
C    Cytosin 
CA    Canada 
C1 – 9   Komplementfaktor 1 - 9 
C3    Komplementfaktor 3 
C3a/ C3b   Komplementfaktion von Komplementfaktor C3 
C3bBb   C3 – Konvertase – Komplex 
C5a    Fraktion von C5, Anaphylatoxin 
°C    Grad in Celsius 
Ca2+    Calcium (ionisierte Form) 
CCI    cystein- cluster 1 
CCII    cystein- cluster 2 
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CD Differenzierungsmerkmal einer Zelle (cluster of 
differentiation) 
CD117 c-kit, Oberflächentyrosinkinaserezeptor zur 
Interaktion der unreifen Vorläufer-B-Zellen mit 
dem KM-Stromazellen 
CD127 Iinterleukin-7-Rezeptor-α-Kette 
CD135 Entwicklungsmarker der myeloiden und 
lymphatischen Vorläuferzellen und 
hämatopoetischen Stammzellen; entspricht Flk-2, 
Flt-3, Ly-72 
CD11b/ CD18 Integrin Komplementrezeptor 3 (CR3)/ MAC-1 
CD14 Rezeptor auf Monozyten/ Makrophagen für LBP 
CD19 Marker aller B-Zellen außer der Pre- Pro- B- Zelle; 
entspricht B4 
CD25 Interleukin-2-Rezeptor-α-Kette 
CD30 Oberflächen- Glykoprotein, auch Ki-1 genannt; zur 
T-Zell- Aktivierung und Differenzierung: Ligand ist 
CD153 
CD32/ CD16/ CD64 Fc- Rezeptor  
CD34 Marker für hämatopoetische Stammzellen und für 
Endothel; entspricht dem Mucosialin 
CD35 C3b- Rezeptor, CR1 
CD3e T-Zell-Marker; entspricht der ε- Kette des CD3- 
Markers 
CD40 gp39-Rezeptor auf den meisten B-Zellen, Ligand 
ist CD154 (gp39; Ly-62) für Proliferation, 
Differenzierung und Überleben 
CD45 Marker aller Leukozyten; entspricht dem Ly-5, 
T200, LCA 
CD45R Marker aller B- Zellen; entspricht dem B220 
CD153 Ligand des CD30 
CD154 gp39, Ly-62; Ligand des CD40 (gp39-Rezeptor) 
auf den B-Zellen 
cDNA Kopie-DNA (copy-DNA/ complemtary-DNA) 
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c-fos antiapoptotischer Transkriptionsfaktor in der trk- 
Rezeptor vermittelten Signalkaskade 
CGRP calcitonin gene-related peptide; Tachykinin in den 
Nervenzellen der Haut im Rahmen 
inflammatorischen neurogenen Entzündung 
Cl2    Chlorid 
C57BL/6   Bezeichnung eines Wildtyp- Mauszuchtstammes 
CR1    Komplementrezeptor 1 = CD35 
CR3 Komplementrezeptor 3 = CD11b/ CD18 Integrin/ 
MAC-1 
cRA chronische rheumatoide Arthritis 
CREB cyclic AMP-response elemnet binding; trk- 
Rezeptor assoziiertes Signalkaskade- Element 
CT PCR- Zyklus, bei dem die Schwelle (Threshold) 
überschritten wird; sog. Schwellenzyklus 
CTB-A Schwellenzyklus der Produkte des Primers für 
Beta-Aktin 
CTBDNF Schwellenzyklus der Produkte des Primers für 
BDNF 
CTNGF Schwellenzyklus der Produkte des Primers für 
NGF 
CTNT-3 Schwellenzyklus der Produkte des Primers für NT-
3 
CTtrkB(gp 95) Schwellenzyklus der Produkte des Primers für 
trkB (gp 95) 
CTtrkC Schwellenzyklus der Produkte des Primers für 
trkC 
d    Tag (dies) 
D    Deutschland 
Δ    Differenz 
DA    Dalton (Molekulargewichtangabe)  
DC    dentritic cell; Dendritische Zelle 
DEPC    Diethyl- Pyrocarbonat 
d.h.    das heißt 
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DNA    Desoxyribonukleinsäure (Desoxyribonucleid acid) 
dATP    Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP    Desoxycytidintriphosphat 
dGTP    Desoxyguanosintriphosphat 
dNTP    Desoxyribonukleosidtriphosphat 
dTTP    Desoxythymidintriphosphat 
DTT    1,4- Dithiothreitol 
et al.    et alii; und andere 
EBV    Ebstein- Barr- Virus 
E. coli    Escherischia coli 
EDTA ethylen-diamin-terta-acetat; Ethylen- Diamin- 
Tetra- Essigsäure 
EGF epidermal growth factor; Epidermis- 
Wachstumsfaktor 
ELISA    enzyme-linked immunosorbent assay 
ERK 1/2 extracellular- signal- regulated- kinase 1/2; 
Signalkaskade- Adapterprotein der intrazellulären 
Signalkaskade der trk- Rezeptoren 
etc. et cetera; und weitere 
FACS Fluoreszenz Aktivierte Zell Abtastung 
(Fluorescence Activated Cell Scan) 
Fab fragment of antigen binding; Antigen bindendes 
Fragment der Antikörper 
Fas fatty acid synthase; Fettsäuresynthase 
Fc fragment crystallizable; nicht antigen- bindendes 
Fragment der Antikörper, aktiviert 
Komplementfaktor C1 
Fc-Rezeptor verschiedene Rezeptoren, die das Fc-Fragment 
der AK erkennen; entspricht CD16, CD32, CD64 
FITC Fluorecein- Isothiocyanat 
FKS    Fetales Kälber Serum 
FSC    Vorwärtsstreulicht (Forward scatter) 
FW    forward; vorwärts 
g    Erdbeschleunigung (gravity) 
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G    Guanin 
Ggs.    Gegensatz 
GPI- Anker   Glykosylierter- Phosphatidylinositol- Anker  
Grb2 growth factor receptor- bound protein 2; 
Adapterprotein der intrazellulären Signalkaskade 
der trk- Rezeptoren 
GSK3 Glykogen- Synthasekinase- 3; proapoptotisches 
Molekül 
GSP    Genspezifischer Primer 
h    Stunde (hora) 
H heavy; Abkürzung für die schwere Kette der 
Immunglobuline 
HK-1    Hämokinin-1; Ligand des Substanz-P-Rezeptors 
HLA humane leucocyte antigen; Humane-Leukozyten-
Antigen 
HSC hematopoetic stem cell: Hämtopoetische 
Stammzelle; Vorläuferzelle der myeloiden und 
lymphoiden Zellreihe 
I    Stromstärke (in Ampere) 
i.d.R.    in der Regel 
Ig    Immunglobulin, Antikörper 
Ig I    Immunglobulin- ähnliche Region 1 
Ig II    Immunglobulin- ähnliche Region 2 
IgA    Immunglobulin A 
IgD    Immunglobulin D 
IgG    Immunglobulin G 
IgM    Immunglobulin M 
IL-2    Interleukin 2 
IL-2-R.   Interleukin-2-Rezeptor, CD25 
IL-7    Interleukin 7 
IL-7-R.   Interleukin-7-Rezeptor, CD127 
INF-γ    Interferon-Gamma 
IP3    1,4,5-Inositol-Triphosphat 
 12 
JNK Jun N-Terminale Kinase; Teil der pro-
aptoptotischen Signalkaskade; entspricht der 
SAPK 
Kap.    Kapitel 
kBp    Kilobasenpaare 
kDa    Kilo- Dalton (Molekulargewichtangabe) 
KM    Knochenmark 
L/ l    Liter 
L light; Abkürzung für die leichte Kette der 
Immunglobuline 
LAK    Lymphokin- aktivierte Killerzellen 
LBP    Lipopolysaccharid- bindendes Protein 
LGL large granulated lymphocytes; große granulierte 
Lymphozyten 
Log    Logarithmus 
LRM leucin- rich motif; leucin-reiches Motiv im NT-
Rezeptor 
Ly-6G Entwicklungsmarker der Granulozyten; entspricht 
Gr-1 
M Molar 
mA Milli- Ampere (10-3 A) 
MAC membrane attack complex; membran- 
zerstörender Komplex durch Komplementfaktoren 
MAC Makrophage 
MACS Magnetisch aktivierte Zell Sortierung (Magnetic 
Activated Cell Sorting) 
MAC-1 Komplementrezeptor 3 (CR3), CD11b, CD18 
Integrin 
MAC-3 Entwicklungsmarker der Makrophagen 
MAPS MBL (mannose-binding lectin) -associated-serine-
protease 
MAPK mitogen- aktivierte Proteinkinase 
MAPKK MAPK- Kinase; trk- Rezeptor vermittelte 
Signalkaskade- Protein- Kinase 
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MBL mannose-binding lectin; Mannose bindendes 
Lektin 




MHC major - histocompatibility - complex, Major- 
Histokompabilitäts- Komplex; Hauptgewebe-
verträglichkeitskomplex 
Min/ min   Minute 
MKK1/2 MAPK- Kinase ½; trk- Rezeptor- Signalkaskade- 
Kinase 
ml    Milliliter (10-3 l) 
µg    Mikrogramm (10-6 g) 
µl    Mikroliter (10-6 l) 
µM    Mikromolar (10-6 M) 
mm    Millimeter (10-3 m) 
mm3    Kubikmillimeter 
mM    Millimolar (10-3 M) 
MW    Mittelwert 
n    Probanden-/ Versuchstierzahl 
NADE neurotrophin- associated cell death executor; 
Adapterprotein der p75NTR- Signalkaskade 
NFκB    nuclear factor kappa B 
ng    Nanogramm (10-9 g) 
NGF    Neuronal Growth Factor 
NK- Zellen   Natürliche Killer- Zellen 
nm    Nanometer (10-9 m) 
Non-Rev.-T.-Kontrolle Nicht Reverse Transkriptase Kontrolle 
N.R. no rearrangement; Gene vor dem Vorgang des 
Rearrangement der Gene für die Immunglobuline 
NRAGE neurotrophin- receptor interacting MAGE 
homologue; Adapterprotein der p75NTR- 
Signalkaskade 
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NRIF neurotrophin- receptor interacting factor; 
Adapterprotein der p75NTR- Signalkaskade 
NT    Neurotrophin 
NT-3    Neurotrophin-3 
NT-Rezeptor   Neurotrophinrezeptor 
NTs    Neurotrophine (neurotrophins) 
P    Elektrische Leistung, Wärmestrom (in Watt) 
PAN-NK   Marker der NK- Zellen; entspricht DX5- Marker 
PBS    Phosphate Buffered Saline (Mg2+-/ Ca2+- frei;  
pH 7,3) 
PCR Polymerase Ketten Reaktion (polymerase chain 
reaction) 
PDGF platelet- derived growth factor; Plättchen- 
Wachstumsfaktor 
PE    Phycoerythrin 
pH    Potentia Hydrogenii; Konzentration der H+-Ionen 
PI3-K    Phoyphatidylinositol-3-Kinase 
PLC-γ1   Phospholipase-γ1 
PTP    Protein- Tyrosin- Phosphatase 
®    Registriert 
Raf rat fibroma; Proteinkinase der intrazellulären 
Signalkaskade der trk- Rezeptoren 
RAG-1/-2 recombinase-activating gene 1 and 2; VDJ-
Rekombinationsmaschine zur Rekombination der 
Gensegmente für die Immunglobulinketten der B-
Zellen 
Ras rat sarcoma; GTPase der trk- Signalkaskade 
Rev. T.   Reverse Transkriptase 
RIP2 receptor interacting protein 2; 
Signaklkaskadeprotein des p75NTR  
RNA    Ribonukleinsäure (Ribonucleid acid) 
mRNA   Boten- RNA (Messenger- RNA) 
rRNA    Ribosomale RNA 
rpm    Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
 15 
RSK2 p90/ribosomale-S6-Kinase; Signalkaskadeprotein- 
kinase der trk- Signalkaskade 
RT    Raumtemperatur 
RV    reverse; rückwärts 
S    Svedberg- Einheit 
s/ sec.   Sekunde 
SAPK stress-activated protein kinase; Stress- aktivierte 
Proteinkinase, Teil der proapoptotischen 
Signalkaskade; entspricht der JNK 
SD    Standardabweichung (Standard difference) 
Shc src- homologes Motiv, Adapterprotein der trk- 
Rezeptor- Signalkaskade 
SMC small muscle cell; glatte Muskelzelle 
SLE systemischer Lupus erythemotodes 
SOS son of sevenless; Adapterproteinkomplex der trk- 
Signalkaskade 
SP    Signalpeptid 
SSC    Seitwärtsstreulicht (sideward scatter) 
Std.    Stunde 
Surrogat-L-Kette surrogat-light-chain; Ersatz-Leichte Kette für den 
Prä-B-Zell-Rezeptor im Rahmen der B-Zell-
Entwicklung 
T    Thymin 
Ta    Anlagerungs- (Annealing-) Temperatur 
Tab.    Tabelle 
Taq Thermus aquaticus, thermophiler Archäo- 
Bakterienstamm 
TBE Tris- Borat- EDTA- Puffer 
TCR t-cell-receptor, T-Zell-Rezeptor 
TdT terminal deoxynucleotidyl transferase; 
Rekombinationsmaschine zur Immunglobulin-
kettenrekombination der B-Zelle 
Te Polymerisations- (Extension-) Temperatur 
TER-119   Marker für Erythrocyten; entspricht Ly-76 
 16 
TH1    CD4-positive T1-Helfer-Zellen 
TH2    CD4-positive T2-Helfer-Zellen 
Tm    Schmelz- (Melting-) Temperatur 
TNF    Tumor- Nekrose- Faktor 
TNF-α   Tumor- Nekrose- Faktor α 
TRAF TNF-receptor associated factor; p75NTR -
vermittelte Signalkaskade-Protein 
trk    Tyrosinkinase- Glykoprotein- Rezeptor 
trk A, B, C   Tyrosin- Kinase- Rezeptor für NT (NT- Rezeptor) 
tRNA    Transfer- RNA 
TSchG   Tierschutzgesetz 
TSchV   Tierschutzverordnung 
Tyr Tyrosinrest in der trk- Rezeptor- Kinase- Domäne, 
die phosphoryliert wird 
T- Zelle   Lymphozytensubpopulation, im Thymus entwickelt 
U    Elektrische Spannung (in Volt) 
UV- Licht   Ultraviolett- Licht 
V    Volt 
W    Watt 
z. Bsp.   zum Beispiel 







Die vorrangige Zielsetzung immunologischer Forschung der letzten 
Jahrzehnte des 20. Jahrhunderts bestand in der Klärung molekularer und 
zellulärer Mechanismen von Immunreaktionen, sowohl gegen externe 
körperfremde, als auch körpereigene Antigene, der Regulation der 
Antikörper- Diversität und der komplexen Abläufe der Entstehung der 
Eigentoleranz. Die wesentlichen Erkenntnisse dieser Forschung sind das 
Verständnis um die verschiedenen zellulären und molekularen Bestandteile 
des Immunsystems sowie deren Interaktion innerhalb verschiedener 
komplexer Abläufe der Immunantwort.  
In den letzten 20 Jahren verlagerte sich zunehmend der Schwerpunkt 
immunologischer Forschung auf die Untersuchung der Interaktion 
verschiedener Körpersysteme mit dem Immunsystem. Dabei geht es um die 
Klärung, welche zellulären und molekularen Bestandteile  diese gegenseitige  
Beeinflussung bedingen und welche Übereinstimmung hinsichtlich 
Rezeptoren, Mediatoren und molekularen Mechanismen existieren. 
 
1.1 Das Immunsystem 
 
Jeder Organismus muß sich permanent gegen eine Vielzahl infektiöser 
Mikroorganismen wie Viren, Bakterien, Parasiten und Pilzen und  
organischen sowie anorganischen Partikeln schützen. Im Laufe der 
evolutionären Entwicklung haben sich verschiedene Mechanismen aus 
zelluläre wie nicht zelluläre Bestandteilen entwickelt, die einer effektiven 
Abwehr dienen und die Integrität des Körpers gewährleisten, wobei es nur 
selten zu einer für den Organismus relevanten Schädigung kommt.  
Die Abwehreaktion des Organismus ist durch eine frühe angeborene 
unspezifische Immunantwort – Reaktion innerhalb von Stunden – und durch 
eine spätere erworbene spezifische Immunantwort – Reaktion in Tagen – 
charakterisiert (Janeway et al. 1995; Roit et al. 1995; Sahle et al. 2001; 
Fätkenheuer et al. 2003).  
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1.1.1 Das unspezifische Immunsystem 
 
Ein eindringender Mikroorganismus wird zuerst mit dem unspezifischen, 
angeborenen (nicht adaptive) Immunsystem konfrontiert. Dadurch werden 
direkte Effektorfunktionen zur weiteren Bekämpfung der Pathogenen 
eingeleitet (Sahle et al. 2001; Roit et al. 1995).  
Das unspezifische Immunsystem reagiert sehr schnell immer auf dieselbe Art 
und Weise, daher unspezifisch und pathogen-unabhängig, z. Bsp. auf 
allgemein vorkommende Strukturen der Zelloberfläche von Bakterien. Es 
stellt jedoch die zweite Linie der Verteidigung dar. Die erste Schutzbarriere 
stellen biochemische (Lysozyme in vielen Sekreten, kommensale Keime von 
Darm und Vagina, Talgdrüsensekrete der Haut) und physikalische (Schleim, 
pH- Wert der  Magensäure, Flimmerepithel der Luftwege zum Abtransport 
von Fremdstoffen nach außen) Barrieren der Haut und der Schleimhäute dar 
(Roit et al. 1995; Fätkenheuer et al. 2003). Durchdringt ein Pathogen diese 
erste Verteidigungslinie wird es mit der unspezifischen angeborenen 
Immunität konfrontiert, repräsentiert durch 3 Komponente: das 
phagozytierende System, bestehend aus kurzlebigen Granulozyten und 
langlebigen mononukleären Phagozyten (Monozyten des Blutes, 
Gewebsmakrophagen, Kupffer-Stern-Zellen des Leber, Synovia-A-Zellen der 
Synovialhöhle), dem Komplementsystem, eine Gruppe von ca. 20 
Serumproteinen, und natürlichen „Killerzellen“, große granulierte 
Lymphozyten, die unspezifische Erkennungssysteme anwenden, um 
beispielsweise Tumorzellen oder virusinfizierte Zellen zu erkennen (Roit et al. 
1995; Fätkenheuer et al. 2003).  
Dabei setzen sie eine große Zahl an Proteinen frei, die für eine 
Signalübermittlung zwischen Immunzellen verantwortlich sind, die Zytokine. 
Zudem präsentieren sie Antigenbestandteile der phagozytierten 
Mikroorganismen auf ihrer Oberfläche und bewirken so als 
„Antigenpräsentierende Zelle“ (APC) neben der Zytokinproduktion eine 
Aktivierung des spezifischen Immunsystems (Roit et al. 2003; Fätkenheuer et 
al. 2003). Im Folgenden werden diese 3 Komponenten des unspezifischen 
Immunsystems kurz dargestellt: 
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a. Das Komplementsystem besteht aus ca. 20 verschiedenen 
Serumproteinen, gebildet in der Leber. Diese löslichen 
zirkulierenden Moleküle steuern in ihrer Gesamtfunktion die 
Entzündung (Roit et al. 1995; Fätkenheuer et al. 2003) mit dem 
Ziel, pathogene Mikroorganismen zu zerstören und die anderen 
Komponenten des Immunsystems zu interagieren. Dabei läuft 
Aktivierung des Komplementsystems in einer Kaskade ab, wobei 
einzelne Bestandteile des Komplementsystems sequentiell 
aufeinander einwirken.  
Die Aktivierung kann über 3 verschiedene Wege erfolgen: 
 
1. Der klassische Weg: Dieser Pfad ist antikörperabhängig.  
2. Der alternative Weg: Dieser Pfad ist unspezifisch, angeboren. 
Schlüsselelement ist der Komplementfaktor C3.  
3. Der Lektin - Weg: Das Mannose bindende Lektin (MBL), ein 
Protein der Leber, bildet mit einem anderen Protein im Serum 
(MAPS) einen Komplex, der als C3-Konvertase fungiert. 
 
Daneben fungieren einige dieser Komplementfaktoren als 
Opsonine und Chemoattraktanten. Zudem kommt es durch die 
ablaufende Komplement- Kaskade zu einer Verstärkung der 
Durchblutung und Erhöhung der Kapillarpermeabilität (Roit et al. 
1995; Fätkenheuer et al. 2003). 
 
b. Die professionellen Phagozyten sind eine heterogene Gruppe der 
Leukozyten. Darunter die Granulozyten: sie gehören zu der 
Gruppe der polymorphkernigen Leukozyten und repräsentieren ca. 
60 – 70% der gesamten Leukozyten im Blut und stellen die 
Hauptakteure der unspezifischen Immunität dar. Man unterscheidet 
hinsichtlich des spezifischen Färbeverhaltens ihrer intrazellulären 
Granula in Untergruppen: neutrophile (ca. 90%), eosinophile (ca. 2 
– 5%) und basophile (ca. 1,2 – 1%) Granulozyten. Ihre Funktion 
besteht in der Phagozytose. Sie haben zudem mehrere funktionelle 
Eigenschaften wie Rolling, Adhäsion, Chemotaxis, Migration  und 
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Diapedese. Die Phagozytose verläuft in 3 Schritten: Attachment 
(Anheftung des Granulozyten an das Pathogens), Ingestion 
(Einschluß des Pathogens durch Endozytose) und Killing 
(intrazelluläre Abtötung des Pathogens durch „oxidativen burst“ 
mittels Superoxide und einem Coctail von antimikrobielle Proteine 
wie Lysozyme, Laktoferrin, Defensine, proteolytische und 
hydrolytische Enzyme). Eine wichtige Voraussetzung ist die 
vorrangegangene Opsonierung. 
Die andere Gruppe der „professionellen“ Phagozyten stellt das 
mononukleäre Phagozytensystem dar, bestehend aus 
gewebsständigen Makrophagen und Monozyten des Blutes. Die 
Monozyten zirkulieren im Blut und treten ins Gewebe über, wo sie 
zu Gewebsmakrophagen werden (Roit et al. 1995; Fätkenheuer et 
al. 2003). Sie haben zwei Hauptfunktionen: Phagozytose und 
Antigen- Präsentation. Über den MHC-Klasse II- Komplex 
präsentieren sie vor allem den T-Helfer-Zellen phagozytierte 
Antigene und spielen so eine entscheidende Rolle bei der 
Induktion der Aktivierung von T-Zellen. Dies ist die entscheidende 
Verbindungsstelle zwischen unspezifischen und spezifischen 
Immunsystem.  
c. Eine weitere Zellgruppe, die eine Zwischenstufe zwischen 
unspezifischen und spezifischen Immunsystems darstellen, sind 
die natürlichen Killerzellen (NK- Zellen), eine Gruppe großer 
Lymphozyten (LGL). Ihre Zytotoxität ist nicht MHC- restringiert 
(Pawelec et al. 1994, Roit et al. 1995; Fätkenheuer et al. 2003, 
Schrezenmeier et al. 2006). Über einen IL-2-Rezeptor werden sie 
bei Anwesenheit von IL-2, produziert von T-Helfer-Zellen,  aktiviert 
(Teichmann et al. 1992, Uharek L. et al. 1996, Pawelec et al. 1994, 
Son Y.I. et al 2001, Schrezenmeier et al. 2006), aus diesem Grund 
werden sie auch als LAK (Lymphokin- aktivierte Killerzellen) 
bezeichnet. Daneben besitzen sie eine Vielzahl an aktivierenden 
und deaktivierenden Rezeptoren. Sie nehmen unspezifische 
zytotoxische Funktionen gegen Tumorzellen, virusinfizierte Zellen 
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und IgG- beschichtete Oberflächen über einen Fc- Rezeptor als 
Teil des angeborenen Immunsystems wahr.  
Daneben sezernieren sie verschiedene Moleküle der Tumor-
Nekrose-Faktor- Familie wie TNF-α (Storkus W.J. et al. 1991, 
Smyth M.J. et al. 2003, Schrezenmeier et al. 2006). Über einen 
inhibierenden Rezeptor, der MHC-Klasse-I- Moleküle erkennt, wird 
eine Schädigung von „gesunden“ Zellen verhindert. 
 
     
1.1.2 Das spezifische Immunsystem 
 
Das Funktionsprinzip des erworbenen antigenabhängigen Immunsystems 
basiert auf dem spezifischen Erkennen von Makromolekülen und Antigene 
und deren Zuordnung zu „Fremd“ oder „Selbst“. Aus diesem Grund wird die 
spezifische Immunantwort auch als „adaptive“ Immunantwort bezeichnet. 
Zudem ist das spezifische Immunsystem durch die Entwicklung und 
Aufrechterhaltung eines immunologischen Gedächtnisses nach z. Bsp. 
abgelaufener Infektion charakterisiert (Fätkenheuer et al. 2003). Träger 
dieser Immunantwort sind die Lymphozyten und deren Produkte, die sich im 
Knochenmark aus einer gemeinsamen lymphatischen Vorläuferzelle 
entwickeln (Roit et al. 1995; Fätkenheuer et al. 2003). Das Knochenmark und 
der Thymus, in dem die Ausreifung der T-Lymphozyten (T-Zellen) stattfindet, 
werden als primäre Lymphorgane bezeichnet. Hier findet die 
antigenunabhängige Zellproliferation der Lymphozyten statt. Alle 
Lymphozyten sind einem komplexen Ausreifungsprozeß in den primären 
Lymphorganen unterworfen, wodurch sie ihre phänotypische und funktionelle 
Ausstattung erhalten. 
Die Komponenten, die eine solche Immunantwort hervorrufen und welche 
spezifisch erkannt werden, werden als Antigene bezeichnet. Diese werden je 
nach Herkunft und Zugehörigkeit als  Xenoantigene (Fremdantigene), 
Autoantigene (körpereigen) und Alloantigene (spezies-spezifisch) 
unterschieden. 
Charakteristisch für das spezifische Immunsystem ist, dass sie gegen 
bestimmte strukturelle Komponenten der Antigene, so genannte antigene 
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Determinanten oder Epitope gerichtet sind. Diese können linear, in der 
Abfolge ihrer Aminosäuren, oder konformationell, d.h. durch ihre Struktur 
definiert sein (Fätkenheuer et al. 2003). 
Die Zellen des spezifischen Immunsystems zirkulieren nach ihrer Ausreifung 
in den primären Lymphorganen im Blutkreislaufsystem sowie in der Lymphe 
und treten in den sekundären Lymphorganen – Milz, Lymphknoten, das 
mukosa-assoziierte Lymphgewebe (MALT) des Gastrointestinaltraktes und 
der Atemwege einschließlich der Tonsillen - mit anderen nicht-lymphoiden 
Zellen in Kontakt. Hier vermitteln Adhäsionsmoleküle und Zytokine die 
Interaktion zwischen den Zellen. Zudem werden durch die spezifische 
Immunabwehr mittels Zytokine und Chemokine die Mechanismen der 
unspezifischen Abwehr induziert und verstärkt, indem z.Bsp. Phagozyten an 
den Ort des Immungeschehens gelockt werden (Hale et al. 1998; Hayes et 
al. 1998).  
Die spezifische Immunantwort besteht aus zwei Komponenten, der 
humoralen und der zellulären (Abbas et al. 2000).  
Die humorale Immunantwort besteht aus löslichen und zirkulierenden 
Antikörper, die von zu Plasmazellen differenzierten B-Zellen sezerniert 
werden und in den verschiedenen Körperflüssigkeiten nachgewiesen werden 
können. Diese Antikörper sind spezifisch für die jeweils zu neutralisierenden 
Antigene. Sie stellen den wesentlichen Effektormechanismus (Infektivität 
bestimmter Erreger neutralisieren/ Opsonierung/ Aktivierung des 
Komplementsystems) dar (Abbas et al. 2000; Roit et al. 1995; Fätkenheuer 
et al. 2003). Die Ausreifung und Differenzierung der B-Zelle wird im Kapitel 
1.1.3 erläutert. 
Aus einem Stammzellklon entstehen ca. 1012 B-Lymphozyten, die sich 
hinsichtlich der variablen Region ihres B-Zell-Rezeptors (BCR) 
unterscheiden. Diese Varianz erklärt sich durch einen hohe Zahl an 
Variationsmöglichkeiten einiger Gensegmente der DNA der B-Zellen. Dieser 
BCR ist spezifisch für das jeweilige Antigen. Wird ein Antigen durch diesen 
BCR erkannt kommt es zu einer Aktivierung der B-Zelle. Es folgt die 
Proliferation der B-Zelle zu einer Plasmazelle, die Antikörper mit derselben 
Spezifität wie der BCR produziert. Hilfe bei der Aktivierung erhalten die B-
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Zellen zudem durch einen zweiten Stimulus durch die CD4-positioven T-
Helfer-Zellen. 
Die zellvermittelte Immunantwort des spezifischen Immunsystems gegen 
zellgebundene Antigenfragmente wird durch die T-Zellen vermittelt (Abbas et 
al. 2000; Roit et al. 1995; Fätkenheuer et al. 2003).  
 
Die Reifung der T-Zellen erfolgt im Thymus nach Auswanderung der T-Zell-
Vorläufer-Zellen aus dem Knochenmark und der fetalen Leber initial in die 
subkaspulären Sinus, später im Kortex des Thymus. Im Kortex des Thymus 
erfolgt die Ausreifung des T-Zell-Rezeptors (TCR) sowie die Expression von 
CD4 und CD8. Hier findet, vermittelt durch die Thymusepithelzellen, 
ortsständigen Makrophagen und dentritischen Zellen, die Proliferation sowie 
die Positiv- und Negativselektion der T-Zellen statt (Sahle et al. 2001; Abbas 
et al 2000; Roit et al. 1995). Für die Entwicklung der T-Zellen ist 
insbesondere der Kontakt mit HLA-exprimierenden Thymusepithelzellen 
sowie deren Zytokinmuster und Wachstumsfaktoren (insbesondere IL-7) 
wichtig. Ein besonderes Merkmal der T-Zell-Reifung ist die hohe Zahl an 
apoptotischen T-Zellen aufgrund fehlender Expression bestimmter 
Antigenrezeptoren, Versagen der Positivselektion oder erfolgreicher 
Negativselektion infolge Erkennung von „Selbstantigenen“. 
Die Positivselektion garantiert, dass die entstehenden reifen T-Zellen in der 
Lage sind, ihr eigenes HLA-Muster zu erkennen. Die Negativselektion 
verfolgt das Ziel, jegliche T-Zellen, die mit hoher Affinität körpereigene 
Peptide erkennen und damit potentiell autoreaktiv sind, zu eliminieren.  
                   
Ergebnis der Ausreifung ist eine gegenüber Autoantigenen tolerante und eine 
individualspezifische antigenspezifische Immunantwort initiierende CD4+- 
oder CD8+-T-Zelle.  
Die ausgereiften T-Zellen treten in die Blutbahn über und besiedeln die 
sekundären Lymphorgane. Dort ist der prädominante Ort der Sensibilisierung 
der T-Zellen gegenüber neuen Antigenen, desweiteren befinden sich hier 
antigen-präsentierende Zellen (APC; z.Bsp. Makrophagen, dendritische 
Zellen und B-Zellen) in einem besonderen Mikromilieu (Gunn et al. 1999).  
Es treffen die T-Zellen mittels ihres TCR auf spezifische Antigene. 
Anzumerken ist, dass der TCR keine strukturelle Determinante bzw. Epitope 
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erkennt in ihrer nativen Form, sondern durch antigen-präsentierende Zellen  
proteolytisch aufbereitete Peptidfragmente des Antigens, die durch den 
Hauptgewebeverträglichkeitskomplex Klasse II (MHC Klasse II; major 
histocompatibility complex) an der Oberfläche der APC präsentiert wird. 
Dieser Prozeß der Aufbereitung des Antigens durch antigen-präsentierende 
Zellen wird Antigenprozessierung (antigenprocessing) genannt.  
Extrazelluläre Antigene wie z. Bsp. Bakterien werden durch die APC 
aufgenommen und durch den MHC Klasse II an ihrer Oberfläche präsentiert. 
Dieser Komplex wird  durch CD4+ T-Zellen, so genannte T-Helfer-Zellen, 
erkannt. Diese T-Helfer-Zellen aktivieren durch direkte Zellinteraktionen und 
Ausschüttung von Zytokinen Makrophagen und B-Zellen. 
Die CD4+ T-Zellen werden in TH1 und TH2 unterschieden. TH1 spielen eine 
wichtige Rolle in der Makrophagenaktivierung, TH2 sind für die Aktivierung 
der B-Zellen zur Plasmazelle und anschließenden Antikörperproduktion 
unerlässlich. 
Intrazelluläre Antigene wie sie durch die Infektion einer Zelle mit Viren oder 
obligat intrazellulärer Pathogene oder durch Tumorantigene entstehen, 
werden nach intrazellulären proteolytischen Abbau durch den MHC Klasse I 
präsentiert und durch CD8+ T-Zellen (auch zytotoxische T-Zellen) erkannt. Es 
erfolgt eine direkte Zerstörung der Zelle. Der MHC Klasse I ist in 
unterschiedlich starken Expression auf allen kernhaltigen Zellen vorhanden. 
Durch zahlreiche kostimulatorisch wirkenden Oberflächenmoleküle erfolgt 
zusammen mit dem MHC die Aktivierung der T-Zellen und die Einleitung 
einer Immunantwort. 
 
1.1.3 Die Entwicklung der murinen B-Zellen 
 
Die B-Zellen entwickeln sich aus einer gemeinsamen pluripotenten 
Stammzelle (hematopoetic stem cell: hämatopoetische Stammzelle: HSC) im 
Knochenmark (Keller et al. 1985), präpartal jedoch auch extramedullär in der 
fetalen Leber. Aus dieser entwickelt sich eine myeloid-lymphoide 
Vorläuferzelle sowie Vorläuferzellen für die Erythropoese und 
Thrombocytopoese (Melchers et al. 1999) (Abb. 1.1). Anhand des 
Nachweises bestimmter Differenzierungsmerkmale an der Oberfläche der 
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Zellen (CD-Marker; cluster of differentiation) durch FACS können die 
unterschiedlichen Entwicklungsstadien in der B-Zell-Lymphopoese bestimmt 
und nachvollzogen werden (Rolink et al. 1993/1996; Hardy et al. 1991/ 
1995). Diese CD-Marker sind Membranproteine mit unterschiedlichen 
Funktionen für Adhäsion, Proliferation, Stimulation für spezifische 
Zellaktivitäten wie Migration der Leukozyten und Phagozytose (CD-charts, 
PharMingen 2002). 
Die lymphoiden Vorläuferzellen exprimieren an ihrer Oberfläche schon früh 
CD135 und CD34 als Marker, so dass diese zu detektieren sind. CD135 
(Synonym: Flk-2/ Flt3, Ly-72) ist ein Rezeptorprotein mit intrazellulären 
Tyrosinkinase- Domäne (Matthews W. et al. 1991). Es umfasst die 
Regulation, Proliferation und Überleben sowie die Differenzierung der 
hämatopoetischen Stammzellen über seinen Liganden Flt3 (Lyman S.D. et 
al. 1993; Hannum C. et al. 1994; Veiby O.P. et al.1996).  
CD34 ist ein Glykoprotein an der Zelloberfläche unreifer Vorläuferzellen im 
KM (Morel F. et al. 1996; Osawa M. et al. 1996), dessen Ligand L-Selektin 
ist. Der CD34- Marker erfasst auch die sehr frühen CD135- Stammzellen im 
adulten KM. 
Die Entwicklung der B-Zellen im KM aus diesen lymphoiden Vorläuferzellen 
umfasst mehrere Stadien. Diese sind durch eine Umordnung der Gene für 
die leichte (L)- und schwere (H)- Kette (auch µ-Kette genannt) der 
Immunglobuline sowie eine stetigen Änderung ihrer intrazellulären und 
extrazellulären Oberflächen-Marker, ihrer gebundenen Oberflächen- 
Immunglobuline und ihres Zellzyklus definiert (Roit et al. 1995; Melchers et 
al. 1999, Rolink et al 1993/ 1996; Janeway et al. 1995).  
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Abbildung 1.1: Übersicht der Zellentwicklung im Knochenmark aus hämatopoetischen 
Stammzellen 
Diese Übersicht verdeutlicht die Entwicklung aller Blutzellen aus einer pluripotenten 
Stammzelle (HSC). Über einen myeloid-lymphoiden und lymphoiden Vorläufer entwickeln 
sich die B-Zellen durch spezifische stadienhafte Veränderungen des  Expressionsmuster 
ihrer intrazellulären und extrazellulären Oberflächenmarker (modifiziert nach Melcher et al. 
1999) 
 
Die Entwicklung der B-Zellen über mehrere Stufen ist charakterisiert durch 
eine Kaskade von irreversiblen Differenzierungsstufen (Melchers et al. 1999) 
(Tab. 1.1). Die Bezeichnung der B-Zell-Vorstufen bezieht sich auf das 
System von Fritz Melcher und Antonius Rolink aus Fundamental Immunology 
von 1999 (Tab. 1.1). 
Das früheste Stadium der B-Zell-Entwicklung stellt die Prä-Pro-B-Zelle 
(CD45R+/ CD19-/ CD25-/ CD117+/CD135+/ CD127+) dar, die sich unmittelbar 
aus der lymphoiden Vorläuferzelle (CD135+/ CD34+/ CD45R-) entwickelt. In 
diesem Stadium beginnt die Umordnung (Rearrangement) der Gene für die 
schwere Kette (H-Kette) der Immunglobuline. Insbesondere sind hier RAG-1 
und -2 und TdT zu nennen. Die Aktivität dieser Gene kodiert die schwere 
Kette des antigenspezifischen Rezeptorkomplexes auf den Vorläufer- sowie 
unreifen und reifen B-Zellen (Melcher et al. 1999). Insbesondere über Zell-
Zell-Kontakt durch die KM-Stromazellen, vermittelt durch CD117 (c-kit), und 
Zytokine, in erster Linie IL-7 an den IL-7-Rezeptor CD127 (Winkler et al. 
1994) (Abb. 1.6), wird diese Aktivität und der Stimulus zur Differenzierung 
vermittelt. Des weiteren werden durch diese Signale und Kontakte noch 
weitere signaltransduzierende Moleküle und Rezeptoren exprimiert.   
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In der Prä-Pro-B-Zelle und in der Pro-B-Zelle (CD45R+/ CD19+/ CD25-/ 
CD117+/ CD135-/ CD127+) wird erfolgt die initiale DHJH- Verknüpfung. Die 
endgültige Verknüfung des VHDHJH- Komplexes geschieht in den Prä-B-I-
Zellen (CD45R+/ CD19+/ CD25-/ CD117+/ CD135-/ CD127+). Es resultiert die 
Expression der schweren Kette (H), die sich mit einer sogenannten Surrogat-
L-Kette (Ersatz-L-Kette) zu einem Prä-B-Zell-Rezeptor (Prä-BCR) verbindet 
(Melcher et al. 1999; Horne et al. 1996, Winkler et al. 1995), über welchen 
zytokinvermittelte Stimuli die weitere Proliferation und Differenzierung sowie 
auch Positivselektion bedingt werden (Hardy et al 1991; Rolink et al 1994; 
Winkler et al 1997). In der Prä-B-II-Zelle (CD45R+/ CD19+/ CD25+/ CD117-/ 
CD135-/ CD127+/-), unterschieden in große (CD127+/ CD40-) und kleine 
(CD127-/ CD40+) erfolgt die Umordnung der leichten Kette (L-Kette). 
Während die große Prä-B-II-Zelle noch durch IL-7 stimuliert wird, wird die 
kleine Prä-B-II-Zelle über CD40 mittels gp39 (CD154/ Ly-62) stimuliert, 
zudem haben beide im Ggs. zu ihren Vorläufern einen IL-2-Rezeptor (CD25) 
ausgebildet. 
Nach Abschluß des Umordnungsprozesses der schweren und leichten Kette 
exprimiert die B-Zelle nun IgM auf ihrer Oberfläche als unreife B-Zellen 
(CD45R+/ CD19+/ CD25+/ CD117-/ CDCD135-/ CD127-/ CD40+/ IgM+/ IgD-. 
Dieser dient unter anderem zur Negativ-Selektion der B-Zellen auf 
Autoantigene im KM und nach Auswanderung in der Milz (Gay et al. 1993; 
Radic et al. 1996; Lang et al 1996; Chen et al. 1997). Im Rahmen der 
Negativselektion im KM erfolgt die Deletion und ein Arrest in der weiteren 
Differenzierung der B-Zellen, in der Milz erfolgt bei Reaktion auf 
Autoantigene die klonale Anergie. Die reifen B-Zellen exprimieren neben IgM 
auch IgD als naive B-Zellen. Nach Aktivierung durch ein spezifisches Antigen 
proliferieren diese naiven B-Zellen (klonale Proliferation) und differenzieren 
sich zu antikörperproduzierende Plasmazellen, zudem entstehen auch 
Gedächtniszellen. 
Während ihrer Ausreifung und Differenzierung im KM erfolgt eine enge 
Interaktion mit den Stromazellen des KM über Zell-Zell-Kontakte und eine 
Stimulation durch Zytokine sowie eine Migration der B-Zellen vom 
Endosteum zu den Sinusoiden, wo sie in die Blutbahn als unreife oder reife 
B-Zellen übertreten (Abb. 1.2). 
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Marker         
CD45R 
(B220) 
∅ + + + + + + + 
CD19 
(B4) 
∅ ∅ + + + + + + 
CD25 (IL-
2-R.) 
∅ ∅ ∅ ∅ + + + ∅ 
CD34 + ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ 
Zytokin-
Rezeptor 
        
CD117 
(c-kit) 
∅ + + + ∅ ∅ ∅ ∅ 
CD135 
(Flk-2) 
+ + ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ 
CD40 
(gp39-R.) 
∅ ∅ ∅ ∅ ∅ +/∅ + + 
CD127 
(IL-7-R) 
∅ + + + + ∅ ∅ ∅ 
Rearrang
ement 
        
RAG-1 ∅ + + + + + +/∅ ∅ 
RAG-2 ∅ + + + + + +/∅ ∅ 
TdT ∅ + + + ∅ ∅ ∅ ∅ 
Gene der 
H-Kette 
N.R. DH - JH DH - JH VH-DHJH VHDHJH VHDHJH VHDHJH VHDHJH 
Gene der 
L-Kette 




        
IgD ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ + 
IgM ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ ∅ + + 
Surrogat-
L-Kette 
∅ ∅ (+) + + ∅ ∅ ∅ 
 
Tabelle 1.1: Expression verschiedener B-Zell-Marker in Abhängigkeit ihrer 
Differenzierungsstadiums 
Diese Tabelle beschreibt schematisch die Ausprägung verschiedener Oberflächenmarker 
und Zytokinrezeptoren sowie den Status des Rearrangement der Gene für die schwere (H) 
und leichten (L) Kette der Immunglobuline. Mit der Expression einer sogenannten Surrogat-
L-Kette (Ersatz-L-Kette) wird zusammen mit der µ-Kette ein Prä-B-Zell-Rezeptor (Prä-BCR) 
exprimiert bevor die Umordnung der Gene für die Leichtkette der Immunglobuline beendet 
wird. Dieser dient zur weiteren Proliferation und Differenzierung der B-Zellen.  
N.R. (no rearragement) bedeutet, dass die Gene noch nicht umgeordnet sind. 
Bemerkenswert ist die unterschiedliche Exprimierung von Zytokinrezeptoren in Abhängigkeit 
von Differenzierungsgrad der B-Zellen. Diese Zytokine , insbesondere IL7 sowie zu Beginn 
Flk-2, werden von den Stromazellen im KM sezerniert und tragen damit wesentlich zur 
Ausreifung der B-Zellen bei. Desweiteren besteht ein Zell-Zell-Kontakt mit diesen 
Stromazellen, z.Bsp. über CD117 (c-kit) (modifiziert nach Melcher F. und Rolink A. 1999). 
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Abbildung 1.2: Differenzierung und Migration der B-Zellen im Stroma des KM´s 
In dieser schmatischen Darstellung wird die Interaktion der B-zellen mit den Stromazellen 
des KM´s deutlich. Diese erfolgt über Zell-Zell-Kontakte (CD117, c-kit)und Zytokine (IL-3, IL-
7, Flt-3, IL-2). Nummer 3 bezeichnet die myeloid-lymphoiden Vorläuferzellen, die zum Teil 
zur weiteren T-Zell-Entwicklung in den Thymus auswandern. Makrophagen (MAC) 
phagozytieren die apoptotischen B-Zellen, dendritische Zellen (DC) interagieren mit dem 
BCR zur Positiv- oder Negativ-Selektion der B-Zellen. Es folgt während des 
Differenzierungsprozesses eine Migration in Richtung der Sinusoide des Knochens, durch 
die letztendlich der Übertritt unreifer oder reifer B-Zellen in den zentralen Blut- Kreislauf bis 
zur Milz erfolgt (nach Melcher und Rolink 1999). 
 
1.2 Die Neurotrophine 
 
Die Entwicklung und das Überleben des Nervensystems der Wirbeltiere ist 
abhängig von der Gegenwart löslicher neurotropischer Faktoren (Barbacid et 
al. 1994; Levi-Montalcini et al. 1987; Oppenheim et al. 1991; Heumann et al. 
1994; DiCicco-Bloom et al. 1993). Diese Faktoren werden durch die 
Zielzellen selbst oder den umgebenen Stromazellen sezerniert. Im Laufe der 
neuroimmunologischen Forschung wurden eine Reihe weiterer Funktionen 
und Wirkungen dieser Faktoren auf das Nervensystem bekannt wie die 
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Induktion der Axonsprossung (Heumann et al. 1994) Motoneuron- 
Entwicklung und -Sprossung (Wiese et al. 1999), Stimulation und 
Entwicklung der Glia-Vorläuferzellen (Barres et al. 1994), Schutz vor 
toxischen Zellschaden, z.Bsp. Glutamat- induzierte Neurotoxizität (Lindholm 
et al. 1993), sowie Modulation der Proteinexpression an der Zelloberfläche 
und der synaptischen Funktion  (Korsching et al. 1993; Davies et al. 1994). 
Zudem sind weitere Funktionen im Nervensystem bekannt, die über einen 
reinen trophischen Effekt hinausgehen: so konnte nachgewiesen werden, 
dass Neuriten auf eine Neurotrophinquelle hinwachsen. Damit wirken 
Neurotrophine auch als Chemotaxis auslösendes Cytokin (Gundersen et al. 
1979).  
Daneben sind eine Reihe von Funktionen der Neurotrophine im Rahmen 
neurologischer Pathologien und Erkrankungen. So zeigt BDNF einen 
neuroprotektiven Effekt in Multiple-Sklerose-Läsionen im Gehirn (Stadelmann 
et al. 2002; Kerschensteiner et al. 1999).  
Im Rahmen peripherer Neuropathien zeigt sich ein Anstieg der mRNA für 
Neurotrophine und deren Rezeptoren in den geschädigten Nerven (Sobue et 
al. 1998). Desweiteren wurde eine Rolle der Neurotrophine bei Morbus 
Alzheimer (Salehi et al 2004) und Morbus Parkinson (Nagatsu et al. 2000) 
entdeckt. 
Interessanterweise findet sich außerhalb des Nervensystems auch auf Zellen 
des Immunsystems und des KM (Labouryrie et al. 1999/ 1997) und sogar im 
Rahmen der Frakturheilung auf Osteoblasten und hypertrophen 
Chondozyten (Asaumi et al. 2000) einen Einfluß der Neurotrophine und eine 
Expression der Neurotrophine sowie deren Rezeptoren auf diesen Zellen.  
In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Interaktionswege von Nerven- 
und Immunsystem über Neurotrophine entdeckt (Otten et al. 1995). 
Neurotrophine spielen eine wichtige Rolle im physiologischen und 
pathophysiologischen Ablauf der Entwicklung der Immunzellen im KM 
(Labouyrie et al. 1999) und der Immunreaktion wie Asthma bronchiale (Braun 
et al. 2001; Nockher et al. 2006; Renz et al. 2001) sowie Tumorerkrankungen 
der Immunzellen wie das Hodgkin-Lymphom und das B-Zell-Lymphom 
(Labouyrie et al. 1997).  
 31 
1.2.1 Die Mitglieder der NT-Familie 
 
Das erste entdeckte Neurotrophin war NGF (nerve growth factor) in den 50er 
Jahren (Levi-Montalcini et al. 1956/ 1987). Es wurde damals unter diesem 
Faktor eine Aussprossung von Nervenaxonen von sympathischen und 
sensiblen Nervenzellen nachgewiesen. Daneben wurden im Laufe der Zeit 
weitere Faktoren entdeckt.  
BDNF (brain- derived neurotrophic factor) induziert die Neuropeptidsynthese 
in den Neuronen (Barde et al. 1982; Leibrock et al. 1989; Zhang et al. 1995), 
sowie bedingt es das Überleben, die Differenzierung und das 
Aufrechterhalten einer physiologischen Funktion und Aktivierung der meisten 
Nervenzellen (Lewin et al. 1996; Barde et al. 1987).  
NT-3 (neurotrophine-3) (Ernfors et al. 1990; Hohn et al. 1990, Maisonpierre 
et al. 1990; Rosenthal et al. 1990) und NT-4 (neurotrophin-4), auch NT-5 
bzw. NT-4/5 genannt (Ip et al. 1992; Berkenmeier et al. 1991; Lindsay et al. 
1994) haben ebenfalls einen essentiellen Einfluß auf die Differenzierung, 
Entwicklung und Aktivierung des Nervensystems. Weitere Neurotrophine wie 
NT-6 und -7  (Gotz et al. 1994; Nilsson et al. 1998) wurden bisher nicht bei 
Vertebraten entdeckt. 
Alle die oben genannten Neurotrophine (NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5) wurden 
in der Milz und im Thymus nachgewiesen (Hohn et al. 1990; Laurenzi et al. 
1994). Insbesondere wurde nachgewiesen, dass NGF einen Effekt auf die 
Differenzierung und Proliferation der B- und T-Zellen hat (Thorpe and Perez-
Polo 1987; Otten et al. 1989). Zudem wurde ein Effekt auf Granulozyten 
(Kannan et al. 1993), Monozyten (Erhard et al. 1993) und Mastzellen (Aloe et 
al. 1988) nachgewiesen. Damit ist die Wirkung und Expression der 
Neurotrophine nicht auf das Nervensystem beschränkt. 
Alle Neurotrophinfaktoren werden in Form als Vorläufer- Neurotrophine mit 
einem Gewicht von ca. 30 – 37kDa produziert und an bestimmten 
prädisponierten Schnittstellen von spezifischen Konvertasen in die 
eigentlichen Neurotrophinen  mit ca. 13 – 16kDa gespalten (Chao et al. 
2002). Diese „reifen“ Neurotrophine bilden nichtkovalent gebundene 
Homodimerpeptide, die an eine cystein- reichen Domäne der Neurotrophin-
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Rezeptoren binden und den Effekt in der Zielzelle bewirken (Barbacid et al. 
1994; Heumann et al. 1994; Wiesmann et al. 2001).  
 
1.2.2 Die Neurotrophin – Rezeptoren 
 
Es bestehen Familien von Neurotrophin- Rezeptoren, über die NT ihre 
Signale vermitteln: die trk- und die p75NTR-Familie.  
 
Die trk- Rezeptoren (Tyrosinkinase-Glykoprotein-Rezeptoren: trkA, trkB und 
trkC), welche spezifisch bestimmten Neurotrophin- Liganden binden mit 
hoher Affinität (KD ca. 10-11M) (Heumann et al. 1994). Dabei bindet NGF an 
trkA, BDNF und NT-4/5 an trkB (Berkemeier et al. 1991; Klein et al. 1989; Ip 
et al. 1992) und NT-3 an trkC (Dechant et al. 1994; Lamballe et al. 1991; 
Kaplan et al. 2000). Zudem interagiert NT-3 in höheren Konzentrationen 
auch mit trkA und trkB (Klein et al. 1991; Glass et al. 1993; Barbacid et al. 
1994/ 1993). NT-4/5 bindet mit geringer Spezifität auch an den trkA- 
Rezeptor (Klein et al. 1992). Es sind verschiedene Funktionen der trk- 
Rezeptoren bekannt. Sie vermitteln die differenten Neurotrophinwirkung auf 
die Zielzelle und umfassen Überleben, Apoptose, Differenzierung und 
Proliferation der Zelle. (Barde et al. 1987; Heumann et al. 1994). Dabei 
werden unterschiedliche selektive und spezifische Wirkungen über dieselben 
Neurotrophinrezeptoren ausgelöst in Abhängigkeit der jeweiligen 
Neurotrophinen, der vorliegenden Rezeptorexpression- Isoformen durch 
unterschiedliche Ausprägung intra- und extrazellulärer Domänen durch 
alternatives Splicing (Barbacid et al. 1994) und Interaktionen zwischen den 
verschiedenen Rezeptoren, wodurch die Neurotrophinwirkung moduliert wird 
(Heumann et al. 1994; Friedmann et al. 1999).  
Die trk- Rezeptoren sind strukturell sehr ähnlich aufgebaut. Die 
Sequenzhomologie der unterschiedlichen trk- Rezeptoren im Hinblick auf ihre 
intrazelluläre Domäne beträgt ca. 85 – 90%, während die Sequenzhomologie 
der extrazellulären Domäne nur ca. 30% beträgt. Die Spezifität der einzelnen 
trk- Rezeptoren ist durch ihre extrazellulären Regionen definiert (Ufer et al. 
1998; Barbacid et al. 1994) 
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Die trk- Rezeptoren werden in verschiedenen Isoformen produziert. Diese 
entstehen durch alternatives Splicing der extra- und intrazellulären Domäne. 
Dabei bedingen Isoformen der extrazellulären Domäne eine veränderte 
Affinität und somit Spezifität zu den Neurotrophinen, Isoformen der 
cytoplasmatischen intrazellulären Domäne weisen Veränderungen des 
katalytischen Zentrums der Tyrosinkinase oder gar keine 
Tyrosinkinaseaktivität auf und nehmen somit nicht an dem herkömmlichen 
Signalweg teil (Barbacid et al. 1994).  
Zudem enthält die extrazelluläre Domäne zahlreiche Glykosylierungsstellen. 
Es konnte gezeigt werden, dass aktivierte trk- Rezeptoren, die unglykosyliert 
vorliegen, die Zellmembran nicht erreichen können. Man geht daher davon 
aus, dass die Glykosylierung für die Positionierung der trk- Rezeptoren in der 
Zellmembran und auch für die Verhinderung einer vorzeitigen Aktivierung der 
Neruotrophin- vermittelten Signalkaskade eine Bedingung darstellt (Watson 
et al. 1999). 
Für trkA sind 2 Isoformen nachgewiesen worden mit 790 bzw. 796 
Aminosäuren und einem Gewicht von ca. 140 kDa (Meakin et al. 1992; 
Barbacid et al. 1994; Ultsch et al. 1999).  
Für trkB wurden zwei verschiedene Klassen detektiert: ein ca. 145kDa 
großes Membranmolekül mit katalytischer Domäne, der Tyrosinkinase, und 
ein ca. 95kDa großes Molekül (trkBpg95) ohne Tyrosinkinase-Domäne, also 
ohne intakten katalytischen Zentrum (Klein et al. 1989/ 1990; Middlemas et 
al. 1991).  
Diese „beschnittene“ Form ist von den üblichen Signalwegen 
ausgeschlossen (Barbacid et al. 1995; Kaplan et al. 1993); es werden 
verschiedene Funktionen für diese Rezeptorform diskutiert: Inhibition der 
Neurotrophin- Signalwege (Eide et al. 1996), ein unabhängiger Signalweg 
(Baxter et al. 1997) und Interaktionen mit p75NTR (Hapner et al. 1998).  
Für trkC wurden ebenfalls verschiedene – aktuell 4 verschiedene - Isoformen 
mit einem ungefähren Gewicht von ca. 145kDa beschrieben (Lamballe et al. 
1991/ 1993; Tsoulfas et al. 1993; Valenzuela et al. 1993). Auch hier existiert 
ein trkC- Rezeptor ohne katalytische Domäne mit ca. 108kDa (Tsoulfas et al. 
1993; Barbacid et al. 1994).  
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Der Aufbau aller trk- Rezeptoren ist bis auf die oben beschriebene Varianz 
durch die Isoformen gleich:  
Diese bestehen am N-terminalen Ende aus einem Signalpeptid (SP, einer 
Region aus drei leucin-reichen Motiven (LRM) von jeweils 24 Aminosäuren, 
die flankiert wird von jeweils einem cystein-reichen Clustern (CCI, CCII), die 
für die Ligandenbindung verantwortlich sind. Es folgen dem zweiten cystein-
reichen Cluster zwei Immunglobulin- ähnliche Regionen (IgI, IgII), 
vergleichbar mit anderen Tyrosinproteinkinase- Subfamilien wie PDGF und 
EGF. Dem schließt sich eine hochvariable Region aus unterschiedlichen 
Aminosäurenabfolgen und schließlich die Transmembran- Region an. Am 
cytoplasmatischen Ende ist dieser Transmembran- Region die katalytische 
Domäne, die Tyrosin- Protein- Kinase, angeschlossen mit einem ca. 15 
Aminsäure langen C-terminalen Ende (Martin-Zanca et al. 1989; Barbacid et 
al. 1994) (Abb. 1.3).  
 
Ein weiteres Rezeptormolekül ist der Pan-Neurotrophin- Rezeptor p75NTR, 
mit einem Molekulargewicht von ca. 75 kDa, der mit niedrigerer Affinität (KD 
ca. 10-9M) als die trk- Rezeptoren alle Neurotrophine mit vergleichbarer 
Affinität und Spezifität bindet, da der Bereich für die p75NTR-Bindung in allen 
Neurotrophinen hoch konserviert und damit vergleichbar ist (Wiese et al. 
1999; He et al. 2004).  
Er gehört zur Super- Familie der Tumornekrosefaktor (TNF)- Rezeptoren 
(TNF-Rezeptor I und II) (Chao et al. 1994; Gentry at al. 2004), der humanen 
FAS- Oberflächen- Antigenen und der lymphozytären CD40-/ CD30- und 
OX40- Oberflächen- Antigenen (Rabizadeh et al. 1993; Locksley et al. 2001). 
Ihm wird einerseits über eigene, trk- unabhängige, Signaltransduktions- 
Mechanismen – ähnlich der Signaltransduktion von IL-1 und TNF-α - eine 
Modulation der Neurotrophinwirkung in der Zielzelle (Dobrowsky et al. 1994) 
und andererseits ein Effekt über eine Komplexbildung mit den trk- 
Rezeptoren zugeschrieben. Dies erklärt die bivalente Funktion und 
Neurotrophinwirkung (Apoptose und Überleben) des p75NTR auf die jeweilige 
Zielzelle (Verdi et al. 1994; Barker et al. 1994; Hantzapoulos et al. 1994).   
Die extrazelluläre Domäne des p75NTR- Rezeptors beinhaltet am N-
terminalen Ende vier cystein-reiche hochkonservierte Cluster, die wie bei den 
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trk-Rezeptoren wesentlich für die Ligandenbindung sind (Baldwin et al. 1992; 
Bothwell et al 1995; Yan et al. 1991; Dobrowsky et al. 1995). Dabei scheint 
die zweite cystein-reiche Region bedeutend für die NGF- Bindung zu sein 
(Baldwin et al. 1995). Diese extrazelluläre Domäne ist überwiegend 
glykosyliert. Es folgt eine Transmembran- Region von ca. 22 Aminosäuren 
und eine cytoplasmatische Komponente von ca. 151 Aminosäuren. Diese 
cytoplasmatische Region beinhaltet nach heutigem Wissen keine 
katalytische Komponente. Am C- terminalen Ende zeigt sich in der 
Aminosäurenabfolge (ca. 80 Aminosäuren) eine strenge Homologie zur 
„Todesregion“ (Death-Domain) der TNF-Rezeptors und anderen pro-
apoptoischen Rezeptoren (Abb. 1.4). Hierüber interagieren proapoptotische 





















Abbildung 1.3: Schema des trk- Neurotrophin- Rezeptors. 
In dieser Übersicht zeigt sich der allgemeine Aufbau der trk- Rezeptoren, wie im Text 
erläutert. Die extrazelluläre Domäne ist durch die Abfolge eines Signalpeptides (SP), einer 
cysteinreichen Region (CCI), eines leucinreichen Motivs (LRM), einer zweitern 
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cytoplasmatischen Seite befindet sich das katalytische Zentrum der Tyrosinkinase 







Abbildung 1.4: Schema des p75NTR-Pan- Neurotrophin- Rezeptors 
Im Gegensatz zu den trk-Rezeptoren besitzt der p75- Rezeptor keine katalytische Domäne 
intrazellulär. Am C- terminalen Ende dominiert eine dem TNF- Rezeptor homologe 
„Todesdomäne“.  Über die cystein- reichen Cluster erfolgt die Neurotrophinbindung, die im 
Ggs. Zu den trk- Rezeptoren für alle neurotrophine mit gleicher Affinitiät stattfindet  
(Modifiziert nach Barrett et al. 1999). 
 
p75NTR bindet alle Neurotrophine mit derselben Affinitiät (Rodriguez-Tebar et 
al. 1990; Squinto et al. 1991). Es moduliert die Neurotrophinwirkung in den 
Zielzellen. Dabei scheint es unterschiedliche Interaktionen mit den trk- 
Rezeptoren zu geben. In den verschiedenen Modellen zur Interaktion wird 
eine Komplexbildung zu Oligomeren, zu Heterodimeren (Jing et al. 1992) und 
ein Rekrutierungsmodell (Chao et al. 1995) diskutiert (Abb. 1.5).  
Beide Klassen der Neurotrophin- Rezeptoren sind essentiell für das 
Überleben und die regelrechte Ausdifferenzierung des Nervensystems. Dies 
konnte mit gen- mutierten Mausmodellen (so genannte knock-out- Mäusen) 
gezeigt werden (Snider et al. 1994; Smeyne et al. 1994). 
 
 
Abbildung 1.5: Interaktionsmodelle zwischen p75NTR und trk- Rezeptoren 
A. beschreibt die Interaktioon zwischen p75NTR und z.Bsp. trkA durch die Bildung zu 
komplexen Heterodimeren oder Oligodimere im Vergleich zu einem Homodimer von trkA. 
Durch diese Komplexbildung verändert sich die Affinität der Rezeptoren zu den 
Neurptrophinen Die Neurotrophinwirkung wird moduliert. 
B. zeigt schematisch ein so genanntes Rekrutierungsmodell auf. Hierbei bindet p75NTR NGF 
und präsentiert dieses dem trkA- Rezeptor. Voraussetzung für dieses Modell ist die freie 
Beweglichkeit des p75NTR lateral in der Membran. Anzeichen für diese Art der Interaktion 
zwischen den verschiedenen Klassen für Neurotrophin- Rezeptoren wurden gemacht, als 
man in bestimmten Zelllinien (PC12) Beobachtungen machte, dass die NGF- Bindung durch 
trkA in Gegenwart von p75NTR höher ausfiel (Mahadeo et al. 1994) (nach Barrett et al. 1999). 




1.2.3 Die Neurotrophin- Rezeptor vermittelte Signalkaskade 
 
Durch die Bindung der Neurotrophine an ihren entsprechenden Rezeptor 
wird eine Kaskade unterschiedlicher intrazellulärer enzymatischer Wege 
aktiviert. Dabei werden Signalkaskaden der trk- Rezeptoren und des p75NTR 
unterschieden. p75 NTR moduliert die trk- Signaltransduktion, hat jedoch auch 
eine eigene trk- unabhängige Signalkaskade (Dobrowski et al. 1994).  
Die trk- vermittelte intrazelluläre Signalkaskade ist für die wesentlichen  
Neurotrophinfunktion von Bedeutung wie Differenzierung, Überleben, 
Proliferation und Aktivierung von Neuronen (Heumann et al. 1994; Wiese et 
al. 1999; Barres et al. 1994; Lindholm et al. 1993; Korsching et al. 1993; 
Davies et al. 1994).  
Beide Rezeptorklassen aktivieren unabhängig von einander unterschiedliche 
Signalkaskaden (Kaplan et al. 2000). In Abwesenheit von Neurotrophinen 
werden die trk- Rezeptoren intrazellulär gespeichert. Durch Stimuli wie 
elektrische Aktivität, cAMP und Ca2+ werden die Rezeptoren an die 
Zelloberfläche befördert und vermitteln die Neurotrophinwirkung (Heumann 
et al. 1994).  
Die Aktivierung der trk- Rezeptoren durch seine spezifischen Liganden läuft 
für alle Tyrosin-Kinasen- Rezeptoren gleich ab: 
Es kommt zu einer Neurotrophin- induzierten Dimerisierung der Rezeptoren 
und im weiteren zu einer Aktivierung der Kinasedomäne, welches in einer 
Phosphorylisierung der Tyrosinreste innerhalb sogenannter „activation loops“ 
der intrazellulären Domäne führt (Clary et al. 1994). Dies bedingt eine 
weitere vollständige Aktivierung der Kinasedomäne und zu einer weiteren 
Tyrosinphosphorylierung weiterer Tyrosinreste außerhalb der „activation 
loops“ der intrazellulären Domäne. An bestimmte phosphorylierten 
Tyrosinreste, wie Tyr490, Tyr670, Tyr674 und Tyr785, lagern sich 
verschiedene Adapterproteine an, die die weitere intrazelluläre 
Signalkaskade vermitteln (Heumann et al. 1994, Baxter et al. 1995). Hierzu 
zählen drei verschiedene Wege: der Ras/ ERK- Weg, der PI3K/ Akt- Kinase- 
Weg und der PLC-γ1- Weg (Abb. 1.6). 
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Über Tyr490 erfolgt die Anlagerung und Phosphorylierung des 
Adapterproteins Shc (Heumann et al. 1994; Stephens et al. 1994; Obermeier 
et al. 1994). An das phosphorylierte Shc bindet ein weiteres Adapterprotein 
an (Grb2), welches wiederum einen so genannten SOS- Komplex aktiviert. 
Dies führt zu einer Aktivierung von Ras (Basu et al. 1994; Heumann et al. 
1994; Stephens et al. 1994; Hashimoto et al. 1994). Ras ist eine GTPase, 
welche die Proteinkinase Raf aktiviert, die die MAPK-Kinase ½ (MKK 1/2) 
phoyphoryliert und aktiviert. Diese Kinase phosphoryliert letztendlich ERK 1/2 
(Chuang et al. 1994). Diese führt zu einer Aktivierung des RSK2- Komplexes 
(Heumann et al. 1994; Bonni et al. 1999; Alessi et al. 1994). RSK2 
phophoryliert Bad - ein proapoptotisches Molekül der Bcl2-Familie, welches 
im unphosphorylierten Zustand proapoptotische intrazelluläre Vorgänge 
auslöst - und inaktiviert dieses. Damit werden apoptotische Vorgänge 
verhindert und der Neurotrophin- vermittelte Effekt des Zellüberlebens 
begünstigt (Datta et al. 1997). Desweiteren phosphoryliert RSK2 CREB, 
welches die Transkription von antiapoptotischen Faktoren (z. Bsp. c-fos) 
vermittelt, welches letztendlich im Überleben der Zelle mündet (Ginty et al. 
1994). 
Der zweite trk- Rezeptor- vermittelte Signalkaskadepfad erfolgt über PI3K. 
PI3K kann über Ras oder über trk- Rezeptor direkt aktiviert werden. Die 
Aktivierung der PI3K führt zu einer Produktion von Phosphatidyliniosito-3-
Phosphat, was zu einer Aktivierung der Proteinkinase 3, auch Akt genannt, 
führt. Diese aktiviert weitere antiapoptotische Faktoren wie CREB aus dem 
vorher beschriebenen Ras/ERK-Weg und NFκB. Desweiteren werden 
proapoptotische Faktoren wie Bad GSK3 phophoryliert und dadurch 
inaktiviert (Heumann et al. 1994; Rodriguez-Viciana et al. 1994; Yuan et al. 
2000).  
Der dritte Weg wird durch den phosphorylierten Tyrosinrest Tyr785 vermittelt, 
indem dort die PLC-γ1 gebunden und aktiviert wird. Es spaltet hydrolytisch 
Phosphatidylinositid- Verbindungen und führt damit zu einem Anstieg von 
1,4,5-Inositol- Triphosphat (IP3). IP3 führt zu einem Anstieg von 
intrazellulären Ca2+ und damit zu einer Aktivierung Ca2+-abhängiger 























Abbildung 1.6: Die trk- Rezeptor vermittelte Signalkaskade 
Dargestellt sind die verschiedenen Signalwege, die über die trk- Rezeptoren vermittelt 
werden. Ausgangspunkt ist die Tyrosinreste- Phosphorylierung durch die 
Neurotrophinbindung. Der blaue Pfad bezeichnet die Ras/ ERK- Signalkaskade, der rosa 
markierte Pfad  den PI3K/ Akt- Kinase- Weg und der gelb markierte Weg den PLC-γ1- Weg. 
Grau bezeichnet den Weg der Apoptose. Die verschiedenen Interaktionen sind durch Pfeile 
markiert. Rote Pfeile bezeichnen eine Hemmung, schwarze eine Aktivierung. Die 
gestrichelten Pfeile zeigen Verbindungen zwischen unterschiedlichen Signalkaskadewege 
auf (modifiziert nach Heumann et al. 1994 und Yuan et al. 2000). 
 
Der durch den p75NTR aktivierten Signalweg kann die Apoptose der Zelle 
induziert werden (Heuman et al. 1994/ Barrett et al. 1999). Der p75NTR- 
Rezeptor verfügt nicht über eine eigene Kinasedomäne. Die Signalkaskade 
wird daher durch Adpaterproteine TRAF2 vermittelt (Barrett et al. 1999; 
Krajewska et al. 1998). Zudem existieren weitere Adapterproteine, die 
apoptotische und aber auch antiapoptotische Signale vermitteln (Abb. 1.7).  
Ein Weg der intrazellulären Signalkaskade ist der Ras-Raf-MAPK-Kinase 





















Trk- Rezeptor- Homodimer 
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(Zhang et al. 1997), die letztendlich in antiapoptotische und proliferative 
Zellsignale endet. Diese Kaskade wird nur bei Vorliegen von trk- Rezeptoren 
in Gang gesetzt (Rabizadeh et al. 1993; Cotrina et al. 2000). In der 
Abwesenheit von trk- Rezeptoren werden im Falle einer Neurotrophinbindung 
apoptotische Signale intrazellulär vermittelt (Friedmann et al. 2000; 
Casaccia-Bonnefil et al. 1996; Chao et al. 1998). (Abb. 1.8). 
Die apoptotische Signalkaskade wird  durch die Adapterproteine vermittelt. 
Es kommt zur Aktivierung der JNK, die proaptoptotische 
Transkriptionsfaktoren wir c-jun, ATF2 und Elk-1 phosphoryliert und aktiviert 
und damit den Zelltod einleitet (Derijard et al. 1994; Galchevagargova et al. 
1994; Verheij et al. 1996). Die JNK wird auch SAPK genannt, eine durch 
Stress (wie Hitze, Ultraviolettes Licht, Hypoxie etc.) aktivierte Proteinkinase, 
die dann die Apoptose als Antwort auf einen starken Stressreiz auslöst. 
Weitere apoptotische Signalwege werden über p53, Ceramid-Kinasen 
(Barrett et al. 1999) und weitere Adapterproteine wie NRIF, NADE und 
NRAGE vermittelt. 
In Anwesenheit von trk- Rezeptoren werden antiapoptotische Signalwege 
über RIP2 und NFκB aktiviert (Carter et al. 1996; Gentry et al. 2000). 
Letztendlich haben viele Untersuchungen die bivalente Funktion des p75NTR 












Abbildung 1.7: Die p75NTR- vermittelte Signalkaskade 
Dieses Schema vermittelt die im vorangehenden Text erläuterte Signalwege. Hierbei zeigt 
sich die bivalente Funktion des p75NTR- Rezeptors bei Vorhandensein eines trk- Rezeptors 
(gelber Pfad) oder beim Fehlen eines solchen (grauer Pfad). Rote Pfeile bezeichnen einen 




















                      
Abbildung 1.8: Mechanismen der Interaction zwischen p75NTR und trk- Rezeptoren und 
der resultierende Effekt (nach Chao et al. 1998) 
Dieses Schema zeigt die Modellvorstellung der unterschiedlichen Wirkung des p75NTR- 
Rezeptors in Gegenwart des trk- Rezeptors (hier beispielsweise trkA) auf. In Gegenwart von 
trk- Rezeptoren werden die Neurotrophinwirkungen durch eine erhöhte Affinität, vermittelt 
durch den p75NTR, der Neurotrophine zu den trk- Rezeptoren verstärkt. Es resultiert eine 
Verstärkung der trk- vermittelten Signalkaskade, die in Proliferation, Differenzierung und 
Überleben mündet (Barker et al. 1994; Verdi et al. 1994; Lee et al. 1994). Die Gegenwart der 




1.2.4 Die Rolle der Neurotrophine im Immunsystem 
 
In den letzten Jahrzehnten wurden Interaktionen zwischen den Zellen des 
Immunsystems und des Nervensystems via Neurotrophine entdeckt. So 
wurden die Neurotrophine in KM, Thymus und Milz nachgewiesen (Hohn et 
al. 1990; Laurenzi et al. 1994; Labouyrie et al. 1999). Es werden Kontakte 
zwischen autonomen Nervenendigungen und Immunzellen angenommen 
(Mignini et al. 2003; Madden et al. 2000).  
Darüber hinaus konnte auf den verschiedenen Immunzellen und die 
Immunzellen umgebenden Strukturzellen eine Neurotrophin- Synthese und 
Rezeptor- Expression nachgewiesen werden (Tab. 1.2), so dass auch auto- 
sowie parakrine Mechanismen diskutiert werden.  
So wurde nachgewiesen, dass über trkA und p75NTR via Neurotrophine die T-
Zell- Differenzierung beeinflußt wird (Vega et al. 2004), dabei wird 
insbesondere von CD4+ TH2- Zellen NGF und trkA synthetisiert (Lambiase et 
al. 1997) bzw. exprimiert (Eberhard et al. 1993). Zudem wurde mittels knock-
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out- Mausstämmen der Einfluß von NGF und BDNF auf die T-Zell- 
Entwicklung aufgezeigt (Garcia-Suarez et al. 2000/ 2002). Aktivierte T-Zellen 
exprimieren auch aktiv NGF und BDNF (Kerschensteiner et al. 1999), was für 
eine autokrine Stimulation sprechen würde. 
In einer ausgedehnten Untersuchung nativer und maligner B- Zellen 
(Labouryie et al. 1997) wurde nachgewiesen, dass alle trk- Rezeptoren durch 
B-Zellen exprimiert werden (D´Onofrio et al. 2000; Schenone et al. 1996). 
Andere Autoren zeigen lediglich eine Expression von trkA und p75NTR auf 
(Torcia et al. 1996; Brodie et al. 1996). Anscheinend ist die Expression der 
Neurotrophin- Rezeptoren und/ oder Neurotrophin- Synthese abhängig vom 
Differenzierungsgrad und/ oder Aktivierung der B-Zelle. Es konnte gezeigt 
werden, dass durch die Neurotrophine die Proliferation und Differenzierung 
und auch die Antikörpersynthese der B-Zellen induziert wird (Otten et al. 
1989; Kimata et al. 1991; Thorpe et al. 1987; Coppola et al. 2004). Zudem 
wurde die Neurotrophin- Synthese von NGF, NT-3 und BDNF nachgewiesen 
(Torcia et al. 1996; Kerschensteiner et al. 1999; Besser et al. 1999). 
Autokrine Mechanismen werden diskutiert. 
Eine Wirkung von NGF auf myeloide Vorläuferzellen im Hinblick auf die 
weitere Differenzierung und Proliferation und Ausreifung konnte aufgezeigt 
werden (Mastuda et al. 1988). Dabei konnten synergistische Effekte von 
NGF und des Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor auf 
myeloider Vorläuferzellen dargestellt werden (Tsuda et al. 1991; Chevalier et 
al. 1994). Des Weiteren wurde der supportive Effekt von NGF auf die 
regelrechte Entwicklung von Vorläuferzellen im KM in Verbindung mit 
weiteren Stammzellfaktoren aufgezeigt (Auffray et al. 1996). Produktionsort 
sind die Stromalzellen. 
In anderen Zelllinien, wie basophile Granulozyten, Monozyten, Mastzellen 
und Fibroblasten konnte ebenfalls eine trk- Rezeptor- Expression (vor allem 
trkA) nachgewiesen werden (Kannan et al. 1993; Ehrhard et al. 1993, Aloe et 
al. 1988; Tam et al. 1997; Otten et al. 1994; Micera et al. 2001). Dabei 
konnte ein Einfluß von NGF auf die Degranulation und die Histamin-
Sekretion von Mastzellen belegt werden (Mazurek et al. 1986; Pearce et al. 
1986; Tam et al. 1997).  
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Fibroblasten (Olgart et al. 2001) und glatte Muskelzellen des 
Respirationstraktes (Freund et al. 2002) sowie aktivierte Mastzellen 
exprimieren selbst NGF (Kanda et al. 2002), was auf die Differenzierung und 
die Funktion der Mastzellen einen Einfluß haben soll (Skaper et al. 2000; 
Xiang et al. 2000; Sawada et al. 2000). Dies wäre zudem ein Beleg für einen 
autokrinen Mechanismus der Neurotrophine auf den Mastzellen. 
Im Unterschied zu eosinophilen und neutrophilen Granulozyten, welche trkA 
und trkB (Hamada et al. 1996; Kannan et al. 1991) exprimieren, konnte eine 
trkB- und trkC- Expression in den basophilen Granulozyten nicht 
nachgewiesen werden (Burgi et al. 1996). Sie exprimieren trkA und werden 
durch NGF in ihrer Differenzierung und Leukotrien-C4- Produktion beeinflusst 
(Bischoff et al. 1992). Neutrophilen Granulozyten werden hinsichtlich ihrer 
Phagozytose- Bereitschaft und Superoxid- Produktion durch NGF stimuliert 
neben proliferativen und chemotaktischen Einflüssen (Boyle et al. 1985; 
Kannan et al. 1991).  
Desweiteren synthetisieren auch eosinophile Granulozyten und 
Makrophagen NGF (Otten et al. 1994; Noga et al. 2002).  
NT-3- Synthese wurde in eosinophilen Neutrophilen aufgezeigt (Noga et al. 
2003).  
TrkB und trkC in ihrer „beschnittenen Form wurden mittels 
Immunhistochemie in Makrophagen nachgewiesen sowie trkA in den 
Epithelzellen der murinen Lunge (Hikawa et al. 2002). Zudem wurde eine 
NGF- sowie eine BDNF- Produktion (Braun et al. 2001) in den Epithelzellen 
der murinen Lunge nachgewiesen. 
Monozyten sezernieren BDNF und werden durch proinflamatorische Reize in 
der Produktion von BDNF hochreguliert (Schulte-Herbruggen et al. 2005). 
Makrophagen produzieren ebenfalls die Neutrophine NGF, NT-4/5 und BDNF 
(Caroleo et al. 2001; Braun et al. 1999). Für Monozyten und Makrophagen 
wurde zudem eine chemotaktische Wirkung von NGF und NT-3 aufgezeigt 
(Kobayashi et al. 2001). Des Weiteren wurden antiapoptotische Effekte für 
NGF belegt (la Sala et al. 2000).  
Zudem ließ sich neben der NGF- Synthese (Marco et al. 1991; Pincelli et al. 
1994) auch der trkA- Rezeptor auf basalen Keratinozyten und gelegentlic
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auch p75NTR nachweisen (Bull et al. 1998). Der NGF- Level korreliert mit der 
Entwicklung und Ausreifung der Keratinozyten (Bull et al. 1998).  
Auch in Thrombozyten konnten Neurotrophine nachgewiesen werden, so 





Fibroblast NGF trkA Differenzierung/ Proliferation  
Thrombozyten BDNF 
(gespeichert) 
∅ Speicherung von BDNF 
HSC ∅ trkA / p75NTR Differenzierung/ Proliferation/ 
Überleben/ Synergie mit Kolonie- 
stimulierenden Faktoren 
SMC der Lunge NGF/ BDNF trkA/ trkB Differenzierung/ Proliferation/ 
frgl. erhöhte Kontraktilität 




Mastzelle NGF/ BDNF/ 
NT-3 
trkA/ B/ C Differenzierung/ Proliferation/ 
Überleben/ Degranulation von 
Mediatoren und Histamin/ 
Chemotaxis  
Keratinozyt NGF trkA (p75NTR) Proliferation/ Differenzierung/ 
Immflamatorische Reaktion  
Epithelzelle in 
der Lunge 
NGF/ BDNF trkA/ C/ p75NTR Proliferation  






Basophile ∅ trkA Proliferation, Differenzierung, 
Leukotrien C4-Produktion/ 
Chemotaxis/ Histaminproduktion  
Neutrophile NGF/ BDNF/ 
NT-3 
trkA/ B Differenzierung/ Überleben/ 
Proliferation/ Chemotaxis/ 
Phagozytosebereitschaft  
MAC/ Monocyt NGF/ BDNF/ 
NT-3/ NT-4/5 
trkB/ C/ p75NTR Differenzierung/ Proliferation/ 
Überleben/ Chemotaxis/ 
Phagozytosebereitschaft 
B-Zelle NGF/ BDNF/ 
NT-3 
(trkA/ B/ C) Proliferation/ Differenzierung/ 
AK- Synthese  
T-Zelle NGF/ BDNF/ 
NT-3/ NT-4/5 
trkA/ trkB Aktivierung/ Differenzierung/ 





trkB/ p75NTR Proliferation/ Stimulus auf sich 
entwickelnde Immunzellen 
 
Tabelle 1.2: Neurotrophine und deren Rezeptoren auf Immunzellen und Stromazellen/ 
resultierende Neurotrophinwirkung: 
Diese Tabelle zeigt, zugeordnet zu den einzelnen Zellen, die Expression der NT´s und deren 
Rezeptoren auf. Bei der B-Zelle ist die trk- Rezeptor- Verteilung und der Nachweis in 
verschiedenen Puplikationen umstritten, daher wurden die trk- Rezeptoren in Klammern 
gesetzt. Haupteffekt der Neurotrophine, in erster Linie des NGF, ist die Proliferation, 
Differenzierung und die Anti- Apoptose. 
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1.2.5 Die Rolle der Neurotrophine im Pathomechanismus 
verschiedener Erkrankungen 
 
Der Einfluß der Neurotrophine ist nicht nur bei physiologischen Abläufen des 
Nerven- und Immunsystem gegenwärtig. Auch im Rahmen neurologischer (-
psychiatrischer) und immunologischer Erkrankungen lassen sich 
Neurotrophin- Wirkungen nachweisen. Insbesondere NGF ist nicht nur ein 
Wachstums- und Überlebensfaktor, sondern ein inflammatorischer Mediator, 
gerade im Hinblick auf allergische Erkrankungen. 
 
In allergischen Erkrankungen spielen Neurotrophine eine Rolle in der 
Modulation der beteiligten Zellen. Im allergischen Asthma bronchiale werden 
Neurotrophine von Epithelzellen der Lunge (Braun et al. 2001) und den 
beteiligten Immunzellen produziert. Insbesondere NGF und BDNF werden in 
ihrer Konzentration erhöht. Die Folge ist eine Beeinflussung der 
sensorischen und motorischen Neurone (Gonzales et al. 1997) in der Lunge 
sowie der beteiligten Immunzellen (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und 
Mastzellen) (James et al. 1999; Baun et al. 2001). Diese exprimieren auch 
Neurotrophin- Rezeptoren trkA und p75NTR, trkB wird zusätzlich durch T-
Zellen und Makrophagen exprimiert. Es folgt eine Stimulation von 
Neuroptiden wie Substanz P, Neurokinin A und B aus sensorischen 
Neuronen (de Vries et al. 2006) und damit zu einer Verstärkung der 
neurogenen Entzündung. Das Ergebnis der Aktivierung der Neuronen zeigt 
sich in einer Zunahme der bronchialen Konstriktion, der Mukusproduktion 
(Coleridge et al. 1994; Lalloo et al. 1995; Karlsson et al. 1993) sowie der 
Erhöhung der Kapillarpermeabilität und vaskulären Dilatation (Barnes et al. 
1996). Die Erregbarkeit der Neurone im Sinne einer Hyperreagibilität erhöht. 
Des Weiteren proliferieren die beteiligten Immunzellen unter diesen 
Neurotrophin- Einfluß, ihre Zytokinproduktion sowie die IgE- Synthese wird 
erhöht. Mastzellen werden zu einer Degranulation stimuliert (Mazurek et al. 
1986; Pearce et al. 1986; Tam et al. 1997). Insbesondere NGF führt zu einer 




Im Rahmen von Autoimmunerkrankungen wie der SLE (Aalto et al. 2002) 
und der cRA (Falcini et al. 1996) werden erhöhte NGF- Spiegel gemessen. 
 
Bei der Erforschung der Mechanismen der Multiplen Sclerose, einer 
inflammatorischen neurodegenerativen Erkrankung, konnte ein protektiver 
Effekt von BDNF auf die Nervenzellen in den betroffenen Läsionen 
aufgezeigt werden (Stadelmann et al. 2002; Kerschensteiner et al. 1999). 
Dabei konnte eine Korrelation der BDNF- produzierenden Zellen und der 
Aktivität der Demyelinisierung ermittelt werden. Der trkB(gp145)- Rezeptor 
konnte auf den betroffenen Nervenzellen und von Astrozyten (Wang et al. 
1998), jedoch nicht auf den agierenden Immunzellen in den betroffenen 
Läsionen nachgewiesen werden. BDNF wurde von den beteiligten Astrozyten 
gespeichert (Rubio et al. 1997) sowie produziert und den agierenden 
Immuzellen synthetisiert; dies zeigt zudem eine bivalente Funktion der 
Immunzellen auf. Zum einem produzieren sie die destruktiven (z.B. TNF-α) 
im Rahmen dieser Erkrankung und zum anderen die neuroprotektive 
Faktoren, wie BDNF (Moalem et al. 2000). Zudem werden autokrine und 
parakrine Mechanismen im Bereich der Multiplen- Sklerose- Läsionen des 
Gehirns diskutiert (Kokaia et al. 1993; Acheson et al. 1995; Marini et al. 
1998).  
 
Untersuchungen an Patienten mit Psoriasis im Vergleich zu Patienten mit 
normaler Haut ergaben, dass der trkA- Rezeptor in Psoriasis- Läsionen oder 
nach UV- B- Irritationen der normalen Haut auf basalen Keratinozyten 
herunterreguliert wird (Bull et al. 1998). Zudem zeigten die Untersuchungen 
an den oben beschriebenen Patientenkollektiven eine Reduktion der p75NTR- 
Expression der dünnen Nervenfasern an der Haut im Bereich der Psoriasis- 
Plaques.  
NGF reguliert in den sensorischen Nerven der Haut die Tachykinin- 
Synthese, z. Bsp. von Substanz- P und CGRP (Lindsay et al. 1989; Watson 
et al. 1995; Gilchrist et al. 1991). Durch intradermale Injektion von NGF 
konnte ein Anstieg der Konzentrationen der Tachykinine ähnlich eines 
inflammatorischen Stimulus nachgeahmt werden (Otten et al. 1980; Leslie et 
al. 1995). Die Induktion von Entzündung an der Haut führt zu einem Anstieg 
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der NGF- Konzentration in diesem Bereich (Weskamp et al. 1987). Dabei ist 
eine der Quellen für NGF die basalen Keratinozyten (Marco et al. 1991; 
Pincelli et al. 1994; Raychaudhuri et al. 2004). Bei einer erhöhten 
Konzentrationen von NGF, produziert von den basalen Keratinozyten auf 
inflammatorische Reize, kommt es zu einer Hypertrophie und eine Erhöhung 
der Tachykinine- Konzentration der Nerven in der Haut. Dieser Mechanismus 
der Steigerung der Inflammation durch Ausschüttung von Neuropeptiden wird 
als neurogene Entzündung bezeichnet (Barnes et al. 2001). Dies resultiert in 
einer Hyperalgesie (Albers et al. 1994). Zudem wird durch erhöhte NGF- 
Konzentrationen infolge inflammatorischer die trkA- Rezeptor- Expression 
herunterreguliert, um wohl die verstärkte Bindung an die trkA- Rezeptoren 
der Nervenzellen der Haut zu verstärken (Bull et al. 1998). Es folgt eine 
verstärkte neurogene Entzündung in diesem Bereich. 
 
Im Rahmen der Untersuchungen von Neurotrophinen und Neurotrophin- 
Rezeptor- Expressionen im Bereich von Frakturen zeigte sich ein erhöhter 
Level an NGF und NT-3 nach 2 Tagen nach Fraktur und BDNF nach 8 Tagen 
(Asaumi et al. 2000). Dabei zeigt sich, dass alle Zellen im Frakturbereich 
NGF (Grills et al. 1998), Osteoblasten zusätzlich BDNF und NT-3 sowie 
hypertrophe Chondrozyten NT-3 synthetisieren. In weiteren Untersuchungen 
konnte belegt werden, daß die Zufuhr von NGF die Frakturheilung 
beschleunigt (Grills et al. 1997; Schuijer et al. 1995). Insbesondere NT-3 
führt zur Proliferation von Osteoblasten (Nakanishi et al. 1994a). Hinsichtlich 
der Rezeptoren konnte trkA auf allen Zellen im Frakturbereich sowie trkC auf 
Osteoblasten (Nakanishi et al. 1994b) und hypertrophe Chondrozyten 
detektiert werden. TrkB konnte nicht detektiert werden (Asaumi et al. 2000). 
Man mutmaßt auto- und parakrine Mechanismen der Neurotrophine im 
Zusammenhang mit der Frakturheilung. 
 
Neurotrophine spielen eine zentrale Rolle zur Aufrechterhaltung und 
Entwicklung der neuronalen Funktionen. Im Rahmen neurologischer 
Erkrankungen sind auch Störungen der Neurotrophinproduktion und/ oder 
Neurotrophin- Rezeptor- Expression nachgewiesen worden.  
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So zeigt sich bei der Alzheimer Demenz, dass eine intracerebroventrikuläre 
Infusion mit NGF im Bereich der Läsionen die Degeneration der cholinergen 
Neuronen – einem wesentlichen pathogenetischen Merkmal der Alzheimer 
Demenz – die Degeneration verhindern konnte (Hefti et al. 1986; Gage et al. 
1987), insbesondere der cholinergen Degeneration des basalen Vorderhirns 
(Koliatsos et al. 1990; Tuszynski et al. 1990/ 1991). Zudem zeigte die 
Behandlung mit NGF im Modell eine Förderung von Abbauwegen, die nicht 
in Amyloidplaques endeten (Rossner et al. 1998). Man stellte schon sehr früh 
die Hypothese eines NGF- Mangels als ein Faktor zur Pathogenese des 
Morbus Alzheimer auf (Hefti et al. 1983).  
Jedoch wurden in weiteren verschiedenen Studien normale bis erhöhte NGF- 
Konzentrationen im Alzheimer- Gehirn gefunden (Kordower et al. 1989; Hefti 
et al. 1991; Crutcher et al. 1993; Scott et al. 1995). Wahrscheinlich stellt dies 
einen Kompensationsmechanismus bei gleichzeitig reduzierter trkA- 
Rezeptor- Expression auf den cholinergen Neuronen der betroffenen 
Gehirnregionen dar (Strada et al. 1992; Mufson et al. 1996; Salehi et al. 
1996/ 2004; Boissiere et al. 1997). Dies würde den Mechanismus einer 
gestörten NGF- Aufnahme (Hock et al. 2000) in den betroffenen Bereichen 
erklären, der wiederum einen NGF- Mangel bedingt. 
In neurologischen Tumoren wie Astrozytome und Glioblastome ließ sich eine 
trkA- Rezeptor- Expression nachweisen (Connor et al. 1996/ 1998; Aguado 
et al. 1998) sowie auch trkB- und trkC- Rezeptoren (Wang et al. 1998), 
zudem konnte eine NGF- Synthese nachgewiesen werden (Emmett et al. 
1997). 
Im Rahmen inflammatorischer Signale und Entzündungskaskaden im Gehirn 
konnte eine NGF- Synthese in der Mikroglia nachgewiesen werden (Heese et 
al. 1998; Kossmann et al. 1996). 
 
 
1.3 Zielsetzung der Arbeit 
 
Neurotrophine und deren resultierenden Rezeptoren sind nicht nur auf die 
Zellen des Nervensystems beschränkt. Sie lassen sich insbesondere auf den 
verschiedenen Zellen des Immunsystems nachweisen. 
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Untersuchungen der B-Zellen zeigen jedoch widersprüchliche Ergebnisse 
hinsichtlich der Expression der Neurotrophin- Rezeptoren und der 
Neurotrophinsynthese. Einige Autoren zeigten auf, dass alle trk- Rezeptoren 
durch B-Zellen exprimiert werden (D´Onofrio et al. 2000; Schenone et al. 
1996). Andere Autoren zeigen lediglich eine Expression von trkA und p75NTR 
auf (Torcia et al. 1996; Brodie et al. 1996).  
 
Diese Arbeit befasst sich mit der Beantwortung folgender Fragen: 
 
 
♦ Charakterisierung des Zellmilieus im KM und der Milz. 
 
♦ Exprimieren  B-Zellen alle Neurotrophin- Rezeptoren? 
 
♦ Welche Neurotrophine lassen sich in den B-Zellen nachweisen? 
 
♦ Wenn B-Zellen die Neurotrophin- Rezeptoren und die entsprechenden 
Neurotrophine produzieren, gibt es einen Unterschied im mRNA- 
Gehalt für Neurotrophin- Rezeptoren und Neurotrophine zwischen B-










Für die Studie wurden 17 Tage alte männliche und weibliche C57BL/6 Mäuse 
(Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, 33178 Germany) verwendet. Der 
Großteil der Versuchtiere stammte aus der eigenen Zucht (siehe Kap. 3.1.2). 
 
2.2 Geräte und Hilfsmittel 
 
Tabelle 2.1: Geräte und Hilfsmittel für Zellgewinnung, Zellseparation und Zellzählung 
Produkt Katalognummer Hersteller 
Sterile Zellkulturarbeitsplatte 51013545 Heraeus, Kendro 
Laboratories 
Laborwaage ARS 220-4 ARS 220-4 Kern & Sohn 
GmbH; Dtschl. 
Low Binding Spitzen, 
1- 200µl 
8151.1 Roth 
Low Binding Spitzen, 
100- 1000µl 
8164.1 Roth 
Micro Tube, 2ml 72.609 Sarstedt 
Nunc- Sieb (Nylon), 
100µm 
352360 Becton Dickinson 
Labware 
Schraubverschlüsse für 
Micro Tube, 2ml 
65.716 Sarstedt 
Zentrifuge Rotring 48RS 3024214-0 Hettich 
 
Filterkarton 3425 HERAEUS 
Objektträger 
76 x 26 mm 
021102 Menzel- Gläser 
Zytozentrifuge- Container 3416 HERAEUS 
Deckgläschen, 10 Stück 
für Hämacytometer 
20 x 26 mm 




















EB505 Ferrari elektonic, 
GmbH 
Pipette Reference, fix (gelb) 
10µl – 100µl 
4900 000.109 - 133 Eppendorf, 
Germany 
Pipette Reference, fix (blau) 
200µl – 1000µl 
4900 000.508 - 524 Eppendorf, 
Germany 
Pipettenkarussell für 6 
Pipetten 
3115 000.003 Eppendorf, 
Germany 
Falcon Röhrchen 15ml No 50 REF 62.554.002 Falcon, Germany 
Transferpipette LOT No 9-H-86 Roth 
 
Tabelle 2.2: Geräte und Hilfsmittel für die Magnetisch aktivierte Zell Separation (MACS) 
Produkt Katalognummer Hersteller 
AS+ Separation 
 Column 
130-042-901 Miltenyi Biotec 
Magnetic Cell Sorter 
Vario MACS 
Plexiglas- Ständer 
1363 Miltenyi Biotec 
MS+ Separation 





(old Order No. 413-01) 
Miltenyi Biotec 
Pre- Separation Filters 
30µm 
414-07 Miltenyi Biotec 
Standzylinder, 
500ml 
 Brand, Germany 
Pipette Reference, fix 
(gelb) 10µl – 100µl 
4900 000.109 - 133 Eppendorf, Germany 
Pipette Reference, fix 
(blau) 200µl – 1000µl 
4900 000.508 - 524 Eppendorf, Germany 
Pipettenkarussell für 6 
Pipetten 
3115 000.003 Eppendorf, Germany 
Low Binding Spitzen, 
1- 200µl 
8151.1 Roth 




Tabelle 2.3: Geräte und Hilfsmittel für die Fluoreszenz aktivierte Zell Separation (FACS) 
Produkt Katalognummer Hersteller 
Deckgläschen, 10 Stück 
für Hämacytometer 
20 x 26 mm 
(-/-) Günther Wilke, 
Hamburg 
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FACScan- Gerät;  
Dezember 1987 
95-10107-00 Becton Dickinson 
Klinwipes 
Präzisionstücher 
7106 Kimberly- Clark 
MAC OS Computer 
 Apple Computer 
MAC OS 8.6 Apple Computer, 









 (Nylon), 100µm  
352360 Becton Dickinson 
Labware 








EB505 Ferrari elektonic, 
GmbH 
Cell Quest™  
Software Reference 




Low Binding Spitzen, 
1- 200µl 
8151.1 Roth 
Low Binding Spitzen, 
100- 1000µl 
8164.1 Roth 
Pipette Reference, fix 
(gelb) 10µl – 100µl 
4900 000.109 - 133 Eppendorf, Germany 
Pipette Reference, fix 
(blau) 200µl – 1000µl 
4900 000.508 - 524 Eppendorf, Germany 
Pipettenkarussell für 6 
Pipetten 
3115 000.003 Eppendorf, Germany 
 
Tabelle 2.4: Geräte und Hilfsmittel für die qualitative Polymerase Ketten Reaktion (PCR), 
cDNA- Synthese, RNA- Gewinnung, Agarosegelelktrophorese 
Produkt Katalognummer Hersteller 
Collection Tubes (2ml), 
1000 Stück 
19201 Qiagen 
Elektrophoresegerät (-/-) Pharmacia Biotech, 
Freiburg 
Gene Quant II 
RNA/ DNA Calculator 
80-2105-98 (Modell No.) 




Quarzglas Suprasil®  
105.202.008-QS Hellma 
QIA shredder column 
(50) 
79654 Qiagen 
QIA shredder column 
(250) 
79656 Qiagen 
RNeasy Mini Kits (250) 
for animal cells or 
tissues, yeast and 
bacteria (RNAse free 




0,05 – 111g 





Pipette Reference, fix 
(gelb) 10µl – 100µl 
4900 000.109 - 133 Eppendorf, Germany 
Pipette Reference, fix 
(blau) 200µl – 1000µl 
4900 000.508 - 524 Eppendorf, Germany 
Pipettenkarussell für 6 
Pipetten 
3115 000.003 Eppendorf, Germany 
GELoader Tips 0,5 – 
20µl 
0030 001.222 Eppendorf, Germany 
Safe – Lock 
Reaktionsgefäß 0,5-
2,0ml 
0030 121.023 - 094 Eppendorf, Germany 
Biopur® Safe – Lock 
Reaktionsgefäß 0,5-
2,0ml 
0030 121.570 - 597 Eppendorf, Germany 
Pipettenspitze Biopur®  
20µl – 1000µl 
0030 065.506 - 590 Eppendorf, Germany 
RoboCycler® Gradient 
96Temperature Cycler 
with Hot Top Assembly 
and Accessories 




(-/-) Biometra, Göttingen 
 
Tabelle 2.5: Hilfsmittel und Geräte für die quantitative Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 
Produkt Katalognummer Hersteller 
QuantiTectTM SYBR® 
Green PCR 
204143 Qiagen GmbH, 40724 
Hilden, Germany 
LightCycler FastStart 
 DNA Master SYBR  
Green I  
3 003 230 











1 909 282 Roche Diagnostics 
GmbH, 68305 
Mannheim, Germany 

















Win 2000 + SP 4 Windows Corporation, 
Germany/ USA 
Hewlett Packard Inkjet 
Colour Printer 
HP Deskjet 5652 Hewlett Packard 
Development Company 
Pipette Reference, fix 
(gelb) 10µl – 100µl 
4900 000.109 - 133 Eppendorf, Germany 
Pipette Reference, fix 
(blau) 200µl – 1000µl 
4900 000.508 - 524 Eppendorf, Germany 
Pipettenkarussell für 6 
Pipetten 
3115 000.003 Eppendorf, Germany 
GELoader Tips 0,5 – 
20µl 
0030 001.222 Eppendorf, Germany 
Safe – Lock 
Reaktionsgefäß 0,5-
2,0ml 
0030 121.023 - 094 Eppendorf, Germany 
Biopur® Safe – Lock 
Reaktionsgefäß 0,5-
2,0ml 
0030 121.570 - 597 Eppendorf, Germany 
Pipettenspitze Biopur®  
20µl – 1000µl 
0030 065.506 - 590 Eppendorf, Germany 
  
 
2.3 Lösungen und Reagenzien 
 
Tabelle 2.6: Lösungen und Reagenzien für Zellgewinnung, Zellseparation und Zellzählung 
Produkt Katalognummer Hersteller 
BSA 
(Bovines Serum 





S0115 Seromed von Biochrom 
AG, Germany 
Lympholyte®, 500ml CL 5035 Cedarlane, Canada 




buffered saline), pH7,3; 
 Mg2+-/ Ca2+- frei; steril 
100ml 
D-8662 PAA Laboratories 
GmbH, 
Austria 
RPMI 1640 E15-039 PAA Laboratories, 
 Austria 
 
Tabelle 2.7: Lösungen und Reagenzien für die Magnetisch aktivierte Zellseparation (MACS) 
Produkt Katalognummer Hersteller 
BSA 













8043,2 Carl Roth GmbH&Co 
76185 Karlsruhe 





buffered saline), pH 7,3; 
Mg2+-/ Ca2+- frei, steril 




Tabelle 2.8: Lösungen und Reagenzien für die Fluoreszenz aktivierte Zell Abtastung (FACS) 
Produkt Katalognummer Hersteller 





























 Becton Dickinson 





 Becton Dickinson 





 Becton Dickinson 





 Becton Dickinson 
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 Becton Dickinson 





 Becton Dickinson 
Cell Wash® 349524 Becton Dickinson 
FACSClean® 340345 Becton Dickinson 
FACSFlow® 342003 Becton Dickinson 
FACSafe® 340345 Becton Dickinson 
FACSRinse® 340346 Becton Dickinson 






 Becton Dickinson 






 Becton Dickinson 






 Becton Dickinson 






 Becton Dickinson 






 Becton Dickinson 






 Becton Dickinson 






 Becton Dickinson 
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 Becton Dickinson 
PBS (phosphate 
buffered saline), pH 7,3 ; 
Mg2+-/ Ca2+- frei, steril 
H15-002 PAA Laboratories 
GmbH, 
Austria 





 Becton Dickinson 
 
Tabelle 2.9: Lösungen und Reagenzien für die qualitative Polymerase Ketten Reaktion 
(PCR), cDNA- Synthese, RNA- Gewinnung, Agarosegelelktrophorese 
Produkt Katalognummer Hersteller 
Agarose 
für DNA/ RNA 
1 365 376 Roche Diagnostics 
GmbH,  Mannheim 
Puffer RLT, 220ml 
RNeasy Lysis Buffer 
79216 Qiagen 
DEPC- treated water 
4 x 1,25ml 
10813-012 Life Technologies 
Cibco BRL® 
DNA Ladder (100bp) 15628-019 Life Technologies 
Cibco BRL® 
DNA Ladder (25bp) 
 
10597-011 Life Technologies 
Cibco BRL® 
DNAse I (RNAse- free) 1010395 Qiagen 
DNA Typing Grade® 
Agarose 
14610-018 Life Technologies 
Cibco BRL® 
dNTP Mix, 200µl 0032 003.001 Eppendorf 
Ethidiumbromid 
10 mg/ ml 
 Sigma, 
Deisenhofen 
Gel Loading Solution G2526 Sigma, Deisenhofen 







50Units in 1ml DEPC- 
treated water gelöst, 
1:6 verdünnt 





10777-019 Life Technologies 
Cibco BRL® 
RNAse- free  
DNAse Set (50) 
79254 Qiagen 
Superscript™ RNAse 
Hminus Rev. T. 
18064-014 Life Technologies 
Cibco BRL® 
Taq Buffer (10 x) 
15nM MgCl2 
0032 002.307 Eppendorf 
Taq DNA Polymerase  0032 002.307 Eppendorf 
Taq DNA Polymerase, 
recombinant 
10342-020 Life Technologies 
Cibco BRL® 
Taq DNA Polymerase 





TBE Puffer, 1000ml 
(1:100 verdünnt) 
15581-044 Life Technologies 
Cibco BRL® ultra pure 
 
Tabelle 2.10: Primer- Design für die qualitative Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 
Primer Forward / 
Reverse 
Sequenz (5´-3´) Hersteller 





RV TTT GAT GTC ACG CAC GAT 
TT 
Metabion GmbH 
GABDH FW ACC CAG AAG ACT GTG GAT 
GG 
Metabion GmbH 
 RV GGA GAC AAC CTG GTC CTC 
AG 
Metabion GmbH 
trkA FW CGT AGT CCC AGC CAG TGT 
GC 
Metabion GmbH 
 RV TCA GGG TTG AAC TCA AAA 
GG 
Metabion GmbH 
trkB (gp95) FW TGC ACA CTA AAA GTC TAA 
TCC ACA 
Metabion GmbH 
 RV TGG ACT TTG AAA GCA ATC 
GTT 
Metabion GmbH 
trkB (gp145) FW AAA TCG CAG CAG GTA TGG 
TC 
Metabion GmbH 




trkC  FW ACC TGA CTG TCC GAG AAG 
GA 
Metabion GmbH 
 RV CCT CCC CCT CCT GGT AGT 
AG 
Metabion GmbH 
p75 FW CCA GAG CGA GAC CTC ATA 
GC 
Metabion GmbH 
 RV GCA GTC TGT GTG TGG GTC 
TG 
Metabion GmbH 
NGF FW GTG TCA GTG TGT GGG TTG 
GA 
Metabion GmbH 
 RV GCC TTG ACG AAG GTG TGA 
GT 
Metabion GmbH 
BDNF FW AGG ACG CGG ACT TGT ACA 
CT 
Metabion GmbH 
 RV TCA GTT GGC CTT TGG ATA 
CC 
Metabion GmbH 
NT3 FW CTG AGT GAC AGC ACC CCT 
TT 
Metabion GmbH 




Tabelle 2.11: Lösungen und Reagenzien für die quantitative Polymerase Ketten Reaktion 
(PCR) 
Produkt Katalognummer Hersteller 
QuantiTec SYBR Green 
PCR Kit 
(HotStarTaq™, SYBR 
Green PCR Buffer, 
dNTP-mix, SYBR Green 
I, ROX, MgCl2 5mM) 
204143 Qiagen GmbH, 40724 
Hilden, Germany 
Puffer RLT, 220ml 
RNeasy Lysis Buffer 
79216 Qiagen 
DEPC- treated water 
4 x 1,25ml 





10777-019 Life Technologies 
Cibco BRL® 
RNAse- free  
DNAse Set (50) 
79254 Qiagen 
Superscript™ RNAse 
Hminus Rev. T. 





50Units in 1ml DEPC- 
treated water,1:6 
27-2166-01 Fa. Amersham 
Pharmacia Biotech 
dTNP Mix, 200µl 0032 003.001 Eppendorf 




Tabelle 2.12: Primer – Design für die quantitative Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 
Primer Forward / 
Reverse 
Sequenz (5´-3´) Hersteller 
Beta-Aktin FW GGC TCC TAG CAC CAT 
GAA GA 
Metabion GmbH 
 RV ACT CCT GCT TGC TGA TCC 
AC 
Metabion GmbH 
GAPDH FW ACC CAG AAG ACT GTG 
GAT GG 
Metabion GmbH 
 RV TTC AGC TCT GGG ATG 
ACC TT 
Metabion GmbH 
trkA FW TGA TGT CTA CGC CAT CAT 
GC 
Metabion GmbH 
 RV TAG CCC AGA ACG TCC 
AGG TA 
Metabion GmbH 
trkB (gp95) FW AAG ATC CCA CTG GAT 
GGG TA 
Metabion GmbH 





FW AAG GCA TCT CCC GTC 
TAC CT 
Metabion GmbH 
 RV GCA GTC AAG AGG TTC 
GTC GT 
Metabion GmbH 
trkC  FW  GAA GGA GAC AAT GCC 
GTG AT 
Metabion GmbH 
 RV TGG CAT GTA CAT TGG TCC 
AG 
Metabion GmbH 
p75 FW GAG AGA GAG TGT GGT 
CAG AA 
Metabion GmbH 
 RV AAC CGA GCA TCT CTG TGT 
AG 
Metabion GmbH 
NGF FW CCC TTT CAA CAG GAC TCA 
CC 
Metabion GmbH 
 RV TTG ATG TCT GTG GCT GTG 
GT 
Metabion GmbH 
BDNF FW AGC TGA GCG TGT GTG 
ACA GT 
Metabion GmbH 
 RV TCA GTT GGC CTT TGG ATA 
CC 
Metabion GmbH 
NT-3 FW CGG TGG TAG CCA ATA 
GAA CC 
Metabion GmbH 






3.   Methoden 
 
3.1 Arbeiten mit Tieren 
 
3.1.1 Haltung und Pflege 
 
Für die Studie wurden 17 Tage alte männliche und weibliche C57BL/6 Mäuse 
(Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, 33178 Germany) verwendet. Die 
Mäuse wurden in Gruppen zu je 6 Tieren mit einer Amme ausschließlich 
unter pathogen freien Bedingungen in einzeln ventilierten Käfigen gehalten. 
Die Versuchstiere erhielten eine OVA-freie Nahrung und aqua ad libitum, um 
eine Kontamination seitens der Nahrung mit anschließender Reaktion des 
Immunsystems bzw. eine Sensibilisierung auszuschließen.   
Das geeignete Eintrittsalter der Versuchstiere von 17 Tagen richtete sich 
nach einem dieser Studie parallel durchgeführtem Projekt mit BDNF- Knock-
out Mäusen, deren maximale Überlebenszeit post partum 16 – 17 Tage 
betrug. Hierfür fanden die Ergebnisse dieser Arbeit als Kontrollgruppe, im 
Sinne einer Wildtyp- Vergleichsgruppe, Verwendung. 
 
3.1.2  Eigene Zucht 
 
Um eine ausreichende Anzahl an geeigneten Versuchstieren zu garantieren, 
wurde die Mehrzahl der Mäuse aus einer eigenen Zucht gewonnen. Diese 
erfolgte mit adulten C57BL/6 Mäusen ab einem Alter von mindestens 8 
Wochen. Hierfür wurde jeweils ein in Frage kommendes Männchen und 
Weibchen in einem Käfig, welcher denselben pathogen- freien Bedingungen 
unterlag wie die normale Haltung der Tiere, verpaart. Durch die Inspektion 
des äußeren Genitales der weiblichen Maus wurde eine eventuell 
erfolgreiche Befruchtung kontrolliert. Die Bildung eines zähen 
Schleimpfropfes am Genital des Weibchens galt hierfür als relatives sicheres 
Zeichen einer beginnenden Schwangerschaft, worauf die Tiere voneinander 
getrennt wurden. Die Dauer der Gravidität betrug ca. 18 – 20 Tage. Nach 
erfolgter Geburt verblieben die Jungtiere noch 2 Wochen beim Muttertier und 
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wurden anschließend nach dem Geschlecht sortiert in Gruppen zu je 6 
Tieren in andere Käfige umgesetzt. Mit dem Erreichen des 17. Lebenstages 
wurde aus diesen Gruppen die benötigte Anzahl an Versuchstieren 
entnommen.  
Die Durchführung der Zucht und die weitere Behandlung der Versuchstiere 
erfolgte nach den gültigen gesetzlichen Vorgaben gemäß Artikel 59b – 61a 
TSchV vom 27.05.1981 und §15 und §9 TschG vom 09.03.1978. 
 
3.1.3 Präparation der Tiere  
 
Die Versuchstiere wurden am Tag der Analyse durch zervikale Dislokation 
getötet. Der ausgefallene Kornealreflex diente hierbei zur Feststellung des 
Todes. Die Maus wurde zur Präparation auf den Rücken gelegt und an den 
Extremitäten und am Kopf mittels Kanülen am Präpariertisch fixiert. Nach 
Desinfektion der Haut mit 70%igen Alkohol erfolgte die Eröffnung der 
Peritonealhöhle mit einer Schere (Abb. 3.1). Unter vorsichtiger stumpfer 
Präparation wurde die Milz exstipiert und in einer Petrischale mit 5ml PBS 
auf Eis aufbewahrt. 
            
Abbildung 3.1: Präparationssitus. Darstellung des Situs des Versuchtieres nach Eröffnung 
der Peritoneal- und Thoraxhöhle. Deutlich zu erkennen ist die durch Einblutung schwarz 
hervortretende Leber, Milz und Lunge (Roit I. et al. 1995). 
 
Mittels Pinzette und Schere wurde die Muskulatur am Becken vorsichtig frei 
präpariert. Dadurch trat das Hüftgelenk hervor. Mit Hilfe eines Skalpells 
wurde das Hüftgelenk vom umgebenden Bindegewebe gelöst und 
anschließend der Hüftkopf aus der Gelenkpfanne heraus gehebelt. Unter 
stumpfer Präparation mit dem Skalpell erfolgte die Lösung der restlichen 






wurde der Femur im Kniegelenk exartikuliert. Der so frei gelegte Knochen 
wurde dann am Collum femoris vom Gelenkkopf und direkt über den 
Kondylen vom restlichen Kniegelenk mittels eines Skalpells abgesetzt. Die 
eröffnete Markhöhle des Schaftes wurde darauf mit einer Kanüle mit 5 ml 
eisgekühltem PBS gespült und das gewonnene Knochenmark in einer 
Petrischale auf Eis aufgefangen und sofort weiterverarbeitet.  
 
3.1.4 Isolierung von mononukleären Zellen aus Knochenmark und Milz 
 
Grundvoraussetzung dieser Prozedur ist das unbedingte Arbeiten unter 
sterilen Bedingungen unter einer Zellkulturarbeitsplatte mit separaten 
Luftfiltersystem und autoklaviertem Instrumentarium. 
In einer Petrischale wurden 2 – 3 ml RPMI 1640 gegeben und das Nylonsieb 
darauf platziert. Die zuvor präparierte Milz wurde auf das Nylonsieb gelegt 
und mittels einer feinen Präparierschere zerschnitten. Diese 
Milzgewebestücke wurden sodann mit dem gummierten Stempel einer 1 ml 
Insulinspritze durch das Sieb gedrückt bis nur noch weißes bzw. farbloses 
Bindegewebe verblieb. Das Sieb wurde mit RPMI 1640 gespült und aus der 
Petrischale entfernt. Es wurde nun ein 10 µl Aliquot für die Bestimmung der 
relativen Gesamtzellzahl mittels Neubauer Zählkammer (siehe Kap. 3.2) 
entnommen. Mit einer Transferpipette wurde die so entstandene 
Zellsuspension (ca. 4 ml) 10 mal resuspensiert und in ein mit 3 ml und auf 
ein mit RT temperiertes Lympholyte® vorgefülltes Falcon Röhrchen pipettiert 
(Biozol Diagnostica Lympholyte®-M Protocol 2000). Bei diesem 
Transfervorgang in das Trennmedium war darauf zu achten, dass sich die 
beiden Medien nicht vermischten. Die Zellsuspension mußte dem 
Trennmedium aufliegen und eine zweite Phase über dem Lympholyte® 
bilden. Das so präparierte Falcon – Röhrchen wurde bei 1300 g (2700 rpm 
mit Anlaufgeschwindigkeit Stufe 3) 20 min bei RT zentrifugiert. Die Bremse 
der Zentrifuge mußte ausgeschaltet sein, da ein schnelles und abruptes 
Abbremsen am Ende der Zentrifugation die entstandenen Zellschichten in 
den unterschiedlichen Dichtefraktionen der Lympholyte® zerstört.   
Die an der Interphasengrenze der beiden Medien entstandenen Zellringe 
(Abb. 3.2), bestehend aus Lymphozyten und Monozyten, wurden vorsichtig 
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mit einer Pipette abgenommen und in einem neuen Falcon – Röhrchen mit 5 
ml RPMI 1640 überführt und auf einem Rüttelmischer in Suspension 
gebracht. Anschließend erfolgte ein 3maliges Waschen mit RPMI 1640 unter 
Zentrifugation (800g für 10 min mit Bremse und Anlaufgeschwindigkeit 9). 
Das entstandene Zellpellet wurde in 5 ml RPMI 1640 aufgenommen, auf 
einem Rüttelmischer in Suspension gebracht und bei 4°C gekühlt.  
Die Isolierung der mononukleären Zellfraktion aus dem Knochenmark folgte 
demselben Prinzip und Methodik  wie der der Milz. Hierbei war nur zu 
beachten, dass die bei der Präparation des Femurs entstandene 
Zellsuspension vor dem Aufbringen auf das Nylonsieb gründlich auf dem 
Rüttelmischer in Suspension gebracht werden mußte, um die noch 
bestehenden Zellverbände des Knochenmarks zu lösen. Bindegewebe und 
feine Knochensplitter wurden durch die sich anschließende Verarbeitung mit 
dem Nylonsieb entfernt. Die Gewinnung der mononukleären Fraktion aus 
dem KM erfolgt mittels der Dichtegradientenzentrifugation mit Lympholyte®. 
 
Abbildung 3.2: Zellfraktionen nach Dichtegradientenzentrifugation 
Aufgrund ihrer Dichte lagern sich Lymphozyten und Monozyten an der Interphasengrenze 
zwischen Trennmedium und Zellsuspension an. Vorteil dieser Methode ist weiterhin die 
Trennung vitaler von apoptotischen Zellen bzw. Zellfragmenten. 
 
3.1.5 Präparation von Gehirn 
 
Als Standard der molekularbiologischen Untersuchung der NTs und NT-
Rezeptoren wurden Zellen des ZNS der Maus verwendet. Das vorher durch 
cervicaler Dislokation getötete Versuchstier wurde in Bauchlage mittels 
feinen Kanülen auf dem Präpariertisch fixiert. Die Desinfektion des Kopfes 
und der oberen Rückenpartie erfolgte mit 70%igen Alkohol. Mit einem feinen 
Skalpell wurde ein nuchaler horizontaler Hautschnitt in Höhe der oberen 
Halswirbel vollzogen. Unter vorsichtiger stumpfer Präparation wurde der 
gesamte Schädel skalpiert. Die darunter hervorkommende Membran, die den 
gesamten Schädel der Maus umgibt, wurde unter schabenden Bewegungen 
Mononukleäre Zellfraktion an der Interphasengrenze 
Verbleibende Zellsuspension 
Trennmedium mit apoptotischer Zellfraktion 
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mit dem Skalpell entfernt. Die Halsmuskulatur wurde mit einer feinen 
Präparierschere abgetrennt, so dass das Os occipitale und die oberen 
Halswirbel freilagen. Der Kopf wurde dann zwischen Foramen magnum des 
Os occipitale und 1. Halswirbel abgesetzt. Vom Foramen magnum 
ausgehend wurde mit einer feinen Präparierschere unter kleinen Schnitten 
die Schädelhöhle eröffnet, dabei erfolgte die Schnittführung beidseits 
bogenförmig über das Os parietale bis zur Sutura sagittalis (Abb. 3.3), die 
zuvor mittels eines Skalpells gespalten wurde. Die durch die Schnitte 
entstandenen Fragmente der Kalotte wurden mit einer Pinzette entfernt, so 
dass ein Großteil des Cerebrums und das Cerebellum (Abb. 3.3) frei lagen. 
Diese wurden mit einer Kanüle aus dem Schädel heraus präpariert und in 
eine Petrischale mit 3 ml eisgekühlten PBS gelegt.  
Die weitere Präparation erfolgte unter sterilen Bedingungen unter einer 
Zellkulturarbeitsplatte. Dafür wurde eine Petrischale mit 2-3 ml RPMI 1640 
vorbereitet und ein Nylonsieb darin platziert. Das freipräparierte Gehirn 
wurde auf dieses gelegt und mit einer Präparierschere in kleine Stücke 
zerlegt und mit einem gummierten Stempel einer 1 ml Insulinspritze zerdrückt 
bis nur noch weißes Bindegewebe verblieb. Das Sieb wurde anschließend 
mit 1 ml RPMI 1640 gespült. Anschließend wurde die Suspension 3 mal mit 5 
ml RPMI 1640 gewaschen (800g für 10 min mit Bremse und 
Anlaufgeschwindigkeit 9). Das entstandene Zellpellet wurde in 5 ml RPMI 
1640 aufgenommen, auf einem Rüttelmischer in Suspension gebracht und im 
Kühlschrank bei 4°C aufbewahrt. Hieraus wurde ein 10 µl Aliquot zur 












Abbildung 3.3: Schädel und Gehirn der Maus 
Sicht auf den Schädel der Maus von dorsal. Die rote Linie auf dem Os parietale bezeichnet 
die Schnittführung zur Eröffnung des Schädels (linkes Bild) und Freilegung des Cerebrums 






Die quantitative Bestimmung der korpuskulären Bestandteile einer 
Zellsuspension ist eine der wesentlichen Vorraussetzungen für die korrekte 
Durchführung zell- und molekularbiologischer Versuche. Die Ermittlung der 
Zellzahl der gewonnenen Suspensionen aus Milz, KM und Gehirn erfolgte bei 
dieser Arbeit mit einer Zählkammer nach Neubauer (Abb. 3.4). Sie dient zur 
mikroskopischen Auszählung korpuskulärer Elementen einer 
Flüssigkeitsprobe. Die hieraus ermittelte Zahl erlaubt unter Bezug auf das 
bekannte Kammervolumen und den Grad der Probenverdünnung die 
Bestimmung der Einzelelemente pro Volumeneinheit.  
 
Abbildung 3.4: Zählkammer nach Neubauer 
(Institut der Klinischen Chemie und Molekularen Diagnostik, Marburg 1999) 
 
Die praktische Durchführung der Zellzählung erfolgte nach folgenden 
Arbeitsschritten: Nach gründlichen Reinigen der Zählkammer mit 70%igen 
Ethanol und Klinwipes- Präzisionstücher wurde ein Aliquot (10µl) der 
Zellsuspension auf diese aufgetragen. Diese Probe wurde zuvor mit PBS im 
Verhältnis 1:10 verdünnt. Die Zählkammer wurde nun mit einem 
Deckgläschen abgedeckt. Dabei musste dieses mit genügend Druck auf die 
dafür vorgesehenen Auflagefelder an der Zählkammer gepresst werden bis 
an dieser Stelle bei schräg einfallendem Licht ein regenbogenartiger Schleier 
zu erkennen war, die so genannten Newtonschen Ringe. Somit war die 
Kammer richtig verschlossen und besaß ein konstantes Kammervolumen. 
Überschüssige Flüssigkeit lief durch die Trennrillen ab. Unter dem 
Lichtmikroskop mit einem 40er Objektiv wurden die Zellen ausgezählt. Dabei 
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bezog sich die Zellzählung auf die vier großen Eckquadrate, bestehend aus 4 
x 4 kleinen Quadraten, der Kammer (Abb. 3.5; rote Markierung).  
Berechnung:   Gezählte Zellen 
       Fläche x Kammertiefe x Verdünnung 
Pro Eckquadrat ergibt sich aus einer Kammerhöhe von 0,1 mm und einer 
Seitenlänge von jeweils 1 mm ein Kammervolumen von 0,1 mm3. 
 
Abbildung 3.5: Zählnetzbereich der Zellzählkammer nach Neubauer 
Der Zählnetzbereich gliedert sich in 9 Quadratfelder von je 1 mm Kantenlänge. Das mittlere 
davon enthält die Netzeinteilung nach Thoma. Die restlichen 8 Felder bestehen aus kleinen 
Quadraten der Kantenlänge 0,25 mm (Institut der Klinischen Chemie und Molekularen 
Diagnostik, Marburg 1999). 
 




Die Methode der Zellseparation basiert auf der Markierung von 
Oberflächenmolekülen durch an Eisen gekoppelte Antikörper und der 
anschließenden Trennung in einer, einem magnetischen Feld ausgesetzten, 
Metallwollsäule (Abb. 3.6). „Positive“ Zellen, d.h. das gesuchte 
Oberflächenmolekül tragende Zellen, verbleiben durch die Magnetwirkung in 
der Säule. „Negative“, den gesuchten Marker nicht tragende Zellen 
durchlaufen diese ungehindert. Anschließend wird die Trennsäule dem 
Magnetfeld entnommen und gespült. Diese Flüssigkeitsprobe enthält nun 
ausschließlich Zellen mit den gesuchten Markern.  
 
Abbildung 3.6: MACS – Separator mit Säule im Magnetfeld 
(Miltenyi Biotec Protocol 2000) 
= Zellen / mm3 
Säule für die Zellprobe 
Trennsäule mit Eisenwolle oder –partikel 
Magnet 




3.3.2 Methodischer Ablauf 
 
Nach Ermittlung der Zellzahl einer Zellsuspension wurde diese in 10 ml 
MACS- Puffer, bestehend aus 0,5% BSA und 2 mM EDTA in PBS (Miltenyi 
Biotec Protocol 2000), aufgenommen und bei 1000 rpm für 10 min bei 4°C 
gewaschen. Danach wurden je 1 x 107 Zellen aus KM und Milz 90 µl MACS- 
Puffer und 10 µl B220-(CD45R)- MicroBeads (Miltenyi Biotec Protocol 2000) 
hinzugefügt und für 15 min bei 4 – 8°C inkubiert. Anschließend wurde das 
Volumen um das 10fache durch Zugabe des MACS- Puffers erhöht und 
gewaschen (1000 rpm, 10 min bei 4°C). Danach wurden je 1 x 107 Zellen 
500 µl MACS- Puffer hinzu gegeben und auf die zuvor mit Puffer gespülte 
Säule im Separator aufgetragen. Nach dem Durchlaufen der Zellsuspension 
durch die Säule wurde diese mit 3 x 350 µl MACS- Puffer gespült. Danach 
wurde die Säule aus dem Magnetfeld im Separator entnommen und zweimal 
mit je 1 ml MACS- Puffer unter Druck eines Stempels einer Spritze in ein 
Röhrchen gepresst. Darin befanden sich nun die B220-(CD45R)- positiven 
Zellen. Die Zellzahl wurde mit der Zählkammer nach Neubauer bestimmt. 
Aus dieser Probe und aus der Zellsuspension vor der MACS- Separation 
wurde jeweils ein Aliquot mit je 1 x 106 Zellen für die FACS- Kontrolle 
entnommen. Durch diese Kontrolle konnte anschließend der Reinheitsgrad 
der MACS- Aufreinigung bestimmt werden. Abschließend wurden die 
aufgereinigten Zellen bei 1000 rpm für 10 min bei 4°C zentrifugiert und in 1 
ml PBS auf Eis aufgenommen. 
 




Die analytische Durchflußzytometrie ermöglicht die Messung der relativen 
Größe, der relativen Granularität bzw. der internen Komplexität und der 
relativen Fluoreszenzintensität von korpuskulären Bestandteilen einer 
Flüssigkeitsprobe. Dies ermöglicht eine qualitative Bestimmung der 
Zellsubpopulationen in einer Zellsuspension auf der Grundlage von 
 69 
Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften.  An Antikörper konjugierte 
Fluoreszenzfarbstoffe erkennen an der Zelloberfläche exprimierte Strukturen 
und ermöglichen so die Differenzierung und Typisierung der verschiedenen 
Populationen von Zellen. 
Die Größe der verschiedenen Zellen wird anhand der Vorwärtslichtstreuung 
(FSC) ermittelt. Sie verhält sich proportional zur Zellgröße, gemessen 
entlang der Achse des einfallenden Lichtes (Abb. 3.7). Fällt Licht auf die 
inneren Strukturen der Zelle ein, wird es gebrochen bzw. reflektiert und zur 
Seite hin abgelenkt. Das Seitwärtsstreulicht (SSC) wird in einem 90° Winkel 
zum einfallenden Licht gemessen und verhält sich proportional zur 
Zellgranularität (Abb. 3.7). 
               
Abbildung 3.7: Prinzip der Messung von Größe und Granularität im FACS- Scan 
Tangential auf die Zelloberfläche auftreffendes Licht wird entlang der Achse des einfallenden 
Lichtes gestreut (Lichtbeugung) und verhält sich proportional zur Zellgröße. Das auf die 
inneren Strukturen der Zelle einfallende Licht wird zur Seite hin abgelenkt (Lichtbrechung, 
Reflexion) und verhält sich proportional zur Zellkomplexität bzw. –granularität (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems 1998).  
 
Das Fluoreszenzlicht entsteht durch die Absorption der Energie des 
einfallenden Lichtes durch das Fluorochrommolekül. Die absorbierte Energie 
wird einerseits durch Vibration und Wärme andererseits durch die Emission 
eines Photons in höherer Wellenlänge abgegeben. Dieses 
Emissionsspektrum (Fluoreszenzspektrum) ist abhängig von der jeweiligen 
Molekularstruktur des Fluorochroms (Abb. 3.8). Die Intensität des 
gemessenen emittierten Lichtes steht in direkter Proportionalität zur Zahl der 
gebundenen Fluorochrommolekülen. 
               
Abbildung 3.8: Schema der Funktionsweise von Fluorochrome- Molekülen 
Ein an einen Antikörper gebundenes Fluorochrommolekül (hier: Fluoreszein, FITC) 
absorbiert die Energie des einfallenden Lichtes und emittiert Licht höherer Wellenlänge 
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems 1998).  
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Für diese Arbeit wurden zwei Fluorochrome verwendet. Fluoreszein- 
isothiocyanat (FITC) mit einem Emissionsspektrum von 530 nm und 
Phycoerythrin (PE) mit einem Spektrum des emittierten Lichtes von 560 nm. 
Die Messung erfolgte im FACS-Scanner. Dieser besteht aus 3 
Komponenten, einem Flüssigkeitssystem, welches Zellen zuführt und diese 
im Messpunkt fokussiert, einer Optik, die mit einem 488 nm Laser die Zellen 
anregt und mit einer Sammellinse das emittierte Licht auffängt, und der 
Elektronik, welche die optischen Signale in relative elektronische Signale 




Abbildung 3.9: Prinzip der analytischen Durchflußzytometrie 
Dieses Schema veranschaulicht am Beispiel der Messung von CD8- positiven (grün) und 
CD4- positiven (rot) Zellen die Funktionsweise der fluoreszenz- aktivierten Zellanalyse 
(FACS). Dargestellt ist die Fluoreszenzintensität gegenüber der Anzahl der Zellen (a) und 




3.4.2 Methodischer Ablauf 
 
Mittels FACS wurden zum einen Zellen aus der Nativ- Zellsuspension von 
Milz und KM, um die verschiedenen Zellpopulationen nachzuweisen, und 
zum anderen Zellen nach MACS- Aufreinigung, um den Aufreinigungsgrad 
zu bestimmen, gemessen. Pro Doppelfärbung mit FITC- und PE- 
Fluorochromen wurden je 1 x 106 Milz- und KM- Zellen verwendet. Diese 
wurden mit 2 ml Cellwash® und bei 1000 rpm für 5 min bei 4°C in der 
Zentrifuge gewaschen. Danach wurde der Flüssigkeitsüberstand über dem 
Zellpellet dekantiert, das Pellet in 100 µl Cellwash® aufgenommen und mit 1 
µl Mausserum für 15 min bei RT unter Lichtabschluß inkubiert. Die Proteine 
des Mausserums sollen sich an geladenen Proteinstrukturen der Zellen 
lagern, um eine anschließende Fehlbindung zwischen Antikörper und 
geladener Struktur durch elektrostatische Wechselwirkungen zu verhindern. 
Nach der Inkubation wurden die Zellen wie oben beschrieben erneut 
gewaschen und der Überstand dekantiert. Den Zellen wurde nun 100 µl 
Cellwash®  und je 1 µg fluorochromassoziierte Antikörper bzw. Antikörper für 
die Isotypenkontrolle pro 1 x 106 Zellen (BD Biosciences, PharMingen 
Technical Data Sheets 1998 - 2001) in FITC und PE hinzugefügt. 
Anschließend wurden die Zellen für 15 min bei RT unter Lichtabschluß 
inkubiert. Nach erneuten Waschen und Dekantieren des Überstandes wurde 





Die Messung erfolgte mittels des FACScan®- Gerätes und der CellQuest®- 
Software am Computer. Anhand der Isotypenkontrolle und der Lage der 
Fluoreszenz- Signale der einzelnen Populationen wurden die Parameter der 
Kompensation für die Messung eingestellt. Mit dieser Kompensation wurde 




3.5 Molekularbiologische Methodik 
 
3.5.1 RNA – Gewinnung 
 
Die Gewinnung der RNA stellte neben einer exakten Zellgewinnung und -
zählung eine der wichtigsten Vorraussetzungen für die erfolgreiche 
Durchführung molekularbiologischer Experimente dar.   
Vor dem Start der RNA- Extraktion wurde ein Zell- Lyse- Puffer angesetzt. 
Dafür wurden 10 µl β- ME auf 1000 µl RLT- Puffer gegeben (Qiagen 
RNeasy® Mini Handbook 2001). 1 x 107 Zellen aus Milz oder KM, die durch 
MACS nach CD45R(B220) aufgereinigt worden waren, oder aus dem Gehirn 
wurden mit 10000 rpm (8000 g) für 15 sec. bei RT zentrifugiert. Das 
überstehende Medium wurde abgesaugt und dem Pellet 600 µl des zuvor 
angesetzten Lyse- Puffers hinzu gegeben (Qiagen RNeasy® Mini Handbook 
2001). Dieses Lysat wurde auf die QIAshredder®- Säule zur DNA- Strang- 
Brechung transferiert und mit maximaler Geschwindigkeit für 2 min bei RT 
zentrifugiert. Dem entstandenen Durchlauf wurden 600 µl Ethanol 
hinzugefügt. Diese Probe wurde nun auf die RNeasy®- Spin- Säule gegeben 
und für 15 sec. mit 10000 rpm bei RT zentrifugiert, der entstandene 
Durchlauf wurde verworfen. Für den anschließenden DNA- Verdau wurden 
10 µl DNAse I mit 70 µl RDD- Puffer angesetzt, auf die RNeasy®- Spin- 
Säule gegeben und für 15 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurden 
350 µl RW1- Puffer auf die Säule gegeben, für 15 sec mit 10000 rpm bei RT 
zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die Säule wurde nun auf ein neues 
2 ml Röhrchen umgesetzt und es wurden 500 µl RPE- Puffer hinzugefügt, für 
15 sec mit 10000 rpm bei RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde wiederum 
verworfen. Es folgte eine weitere Waschung mit 500 µl RPE- Puffer mit 
maximaler Geschwindigkeit für 2 min in der Zentrifuge. Danach wurde die 
Säule auf ein neues 1,5 ml Röhrchen gesetzt, 40 µl RNAse freies Wasser 
hinzugefügt und für 1 min mit 10000 rpm bei RT zentrifugiert.  
Ob das Röhrchen nun geeignete Gesamt- RNA in ausreichender Menge 
enthielt, wurde mit zwei verschiedenen Methoden kontrolliert.  
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Die erste Qualitätskontrolle wurde mit dem Gene Quant II RNA-/ DNA- 
Kalkulator, einem Photometer, durchgeführt und dabei die Gesamt- RNA- 
Konzentration in µg/ µl  (g/ l) ermittelt. 
Die zweite Qualitätskontrolle wurde mittels einer Agarosegelelektrophorese 
ermittelt. Hierbei war zu beachten, dass alle Kammerbestandteile der 
Elektrophoresekammer RNAsefrei waren. Ein 5 µl Aliquot der extrahierten 
RNA wurde nun mit 10 µl RNA- Proben- Puffer und 3,3 µl einer 6fachen Gel- 
Loading- Solution versetzt (Sigma Protokoll 1998) und für 10 min bei 65°C 
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Probe sofort auf Eis für 2 – 5 min 
zur Unterbrechung der Reaktion gelagert. Danach wurde die RNA- Probe auf 
ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und für 2 Std. bei 150 mA und 100 V 
elektrophoretisch getrennt.  
 
3.5.2 Transkription der RNA in DNA 
 
Damit die gesuchte Zielinformation in der PCR amplifiziert werden kann, muß 
die zuvor gewonnene RNA in DNA, der so genannten cDNA umgeschrieben 
werden. Für diese Arbeit wurden standardmäßig 0,25 – 0,3 µg extrahierte 
RNA verwendet (Invitrogene Life Technologies 1999). Das Schlüsselenzym 
für diese Reaktion ist die Reverse- Transkriptase, die an einen RNA- Strang 
einen komplementären DNA- Strang synthetisiert. Die Reverse- 
Transkriptase dieser Arbeit war die SuperScript™ II RNase Hminus Rev. T. 
(Invitrogene Life Technologies 1999). Dieses Enzym zeichnet sich dadurch 
aus, dass es nicht signifikant durch rRNA und tRNA beeinflusst wird und 
keine RNase H- Aktivität besitzt, die während der Synthese des 
komplementären DNA- Stranges die RNA zerstören und somit die Reaktion 
nachhaltig beeinträchtigen würde.  
Für eine cDNA- Synthese (Abb. 3.10) gibt es 3 verschiedene Möglichkeiten: 
eine unspezifische, eine spezifische und eine genspezifische Möglichkeit.  
Die unspezifische Methode, die auch für diese Studie Verwendung fand, 
verwendet „Random Hexamere“, Primer mit einer hohen Varianz ihrer Basen. 
Diese Methode wird in der Regel dann verwendet, wenn die einzelne 
gesuchte mRNA in ihrer Gesamtheit schwer zu kopieren ist. Diese „Random 
Hexamere“ lagern sich gemäß ihrer Basenanordnung an die 
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unterschiedlichsten Stellen der RNA an, so dass die cDNA- Synthese an 
mehreren Stellen beginnen kann. So kann auch eine maximale Größe der 
cDNA garantiert werden. Nachteilig ist der Umstand, dass die gesamte und 
nicht nur die gesuchte mRNA in cDNA umgeschrieben wird.  
Die spezifische Methode verwendet Oligo(dT)- Primer, die gezielt an der 
mRNA bindet, da nur diese einen Poly(A)- Schwanz besitzt. Nachteilig ist die 
geringere Komplexität und Größe der cDNA als bei der unspezifischen 
Methode. 
Die genspezifische Methode verwendet Gen- Spezifische- Primer (GSP) und 
beinhaltet die Sequenz- Information der Ziel- cDNA. 
 
Abbildung 3.10: cDNA- Synthese 
Dieses grobe Schema verdeutlicht die wichtigsten Syntheseschritte. Primer binden an die 
RNA. Durch die Reverse Transkriptase entsteht ein komplementärer cDNA- Strang, der mit 
der RNA ein DNA- RNA- Hybrid darstellt. Durch eine RNase H aus E. coli wird die RNA 
abgebaut. (Invitrogene Life Technologies 1999) 
 
Eine parallel zur cDNA- Synthese durchgeführte Non- Rev.-T.- Kontrolle 
beinhaltet RNA und dieselben Reagenzien wie die eigentliche Probe außer 
der Rev. T. Diese Negativ- Kontrolle darf sich in der PCR nicht amplifizieren, 
da sie keine cDNA enthalten darf. Sie zeigt somit eine Kontamination der 
ursprünglichen RNA- Proben mit Fremd- DNA auf, wonach die Ergebnisse 
der PCR verworfen werden müssen. In einem 0,5 ml RNase- freien 
Eppendorf- Röhrchen wurden folgende Reagenzien zusammengestellt: 
Komponenten Probe Non- Rev.-T.- Kontrolle 
RNA- Probe n µl (0,25- 0,3 µg) n µl (0,25- 0,3 µg) 
Random Hexamere 1 µl 1µl 
10mM dNTP- mix 1 µl 1µl 
DEPC treated water Auf 10 µl Auf 10 µl 
Gesamtansatz 10 µl 10 µl 
Tabelle 3.1: RNA- Primer- Ansatz (Invitrogene Life Technologies 1999) 
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Die Ansätze wurden für 5 min bei 65°C auf einem Thermocycler Trioblock 
inkubiert und danach sofort auf Eis für 1 min gelagert, um die laufende 
Reaktion der Primeranlagerung zu unterbinden. In der Inkubationszeit wurde 
der Reaktionsmix mit der Rev. T. hergestellt. 
Komponenten Volumen 
10 x Rev. T.- Puffer 2 µl 
25 mM MgCl2 4 µl 
0,1 M DTT 2 µl 
RNase OUT™ Rekombinanter 
Ribonuclease Inhibitor 
1 µl 
Gesamtansatz 9 µl 
Tabelle 3.2: cDNA- Reaktionsansatz (Invitrogene Life Technologies 1999) 
 
Zu je einem RNA- Primer- Gemisch von 10 µl wurde ein Reaktionsmix von 9 
µl hinzugefügt. Dieser Ansatz wurde mit einer Pipette vermischt und kurz mit 
10000 rpm zentrifugiert. Danach erfolgte eine Inkubation bei 25°C für 10 min 
und dann bei 37°C für 2 min. Nach der Inkubation wurde 1 µl (50 Einheiten) 
SuperScript™ II RNase Hminus Rev. T. der Reaktion hinzu gegeben und für 50 
min bei 37°C inkubiert. Durch das Erhitzen auf 70°C für 15 min wurde die 
Reaktion der Rev. T. unterbrochen, die Probe danach sofort auf Eis gelagert 
und anschließend kurz bei 10000 rpm zentrifugiert. Dem Ansatz wurde nun 1 
µl RNase H aus E. coli zum Abbau der RNA hinzugefügt und bei 37°C für 20 
min inkubiert. Die Probe wurde anschließend mit nukleasefreiem Wasser auf 
ein 100 µl Eluat aufgefüllt. Für die PCR wurden jeweils nur 10% (10µl) des 
100 µl cDNA- Eluats verwendet (Invitrogene Life Technologies 1999).  
 
3.5.3  Qualitative Polymerase- Ketten- Reaktion (PCR) 
 
Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) ist heutzutage die wichtigste 
biotechnische Innovation und hat sich als fester Standard in 
molekularbiologischen Experimenten etabliert.  
Ursprünglich entwickelt vom Team um H. Ghobind Khorana in den frühen 
70er Jahren als eine Strategie, das Labor bei der Gen- Synthese 
arbeitstechnisch zu entlasten (Kleppe K. et al. 1971), wurde diese Idee in der 
Mitte der 80er Jahre mit der Entdeckung der thermostabilen DNA- 
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Polymerase (Saiki R.K. et al. 1988) aus dem Archäo- Bakterium Thermus 




Der Prozess der PCR beinhaltet 3 Elemente (Abb. 3.11): Denaturierung 
(Denaturation) der DNA durch Hitze, Anlagerung (Annealing) der 
Oligonukleotid- Primer an die komplementäre DNA- Sequenz und die 
Erweiterung/ Polymerisation (Extension) der angelagerten Primer durch die 
DNA- Polymerase (Irwin N. et al 2001).  
• Denaturierung (Denaturation): 
Während der Denaturierung werden die DNA- Stränge bzw. die DNA- 
Oligonukleotid- Primer- Hybride in Einzelstränge aufgetrennt, so dass 
sich im darauf folgenden Schritt wieder Oligonukleotid- Primer 
anlagern können. Die Temperatur zur Denaturierung der DNA  bzw. 
Hybride ist im Wesentlichen abhängig vom Gehalt ihrer C- und G- 
Basen, da diese 3 Wasserstoffbrückenbindungen innerhalb eines 
Stranges zueinander ausbilden. Je höher der Gehalt an C- und G- 
Basen, desto höher muß die Denaturierungstemperatur sein. Limitiert 
wird diese Schmelztemperatur durch die verwendete Taq- DNA- 
Polymerase, deren höchste tolerable Temperatur bei 94 – 95°C liegt. 
Aus diesem Temperaturbereich ergeben sich auch Konsequenzen für 
das Design der Oligonukleotid- Primer, da diese mit ihrer 
komplementären DNA- Zielsequenz Hybride bilden. Der optimale 
Primer sollte nicht länger sein als 18 – 25 bp, wobei er sich in der 
Länge der Vorwärts- und Rückwärts- Sequenz nicht mehr als 3 bp 
unterscheiden sollte (Irwin N. et al 2001). Der Gehalt an C- und G- 
Basen sollte zwischen 40% und 60% liegen, dabei ist eine 
komplementäre Basenkomposition (> 3 bp) innerhalb eines Primers 
oder zwischen den Partnern eines Primer- Paares und eine inverse 
Wiederholungssequenz zu vermeiden (Irwin N. et al 2001), um der 
Entstehung von Dimeren entgegen zu wirken. Für die Berechnung der 
nötigen Schmelztemperatur Tm für Primer- Paare von 15 – 20 bp 
Länge in Abhängigkeit ihrer Basenzusammensetzung kann die so 
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genannte  „Wallace- Regel“ (Suggs et al. 1981; Thein and Wallace 
1986) verwendet werden: 
 
 Tm (in °C) = 2(A+T) + 4(G+C)  
 
Die berechnete Tm eines Primers sollte nicht mehr als 5°C von der des 
Partners und nicht mehr als 10°C vom amplifizierten Produkt 
differieren und nicht über 94 – 95°C liegen, da dies die Taq- 
Polymerase zerstören würde. 
 
• Anlagerung der Primer (Annealing): 
Bei diesem Schritt hybridisieren die Oligonukleotid- Primer mit den 
beiden DNA- Matrizensträngen und dienen dem darauf folgenden 
Schritt der Polymerisation der Taq- Polymerase als Startmolekül. 
Hierbei spielen die gewählte Temperatur Ta und die Inkubationszeit 
eine wichtige Rolle (Gassen et al. 1994). Diese werden durch die 
Basenzusammensetzung sowie der Länge und Konzentration der 
Primer beeinflusst. Empfohlen wird eine Ta von 5°C unter der Tm der 
verwendeten Primer- Paare (Irwin N. et al 2001).  Allgemein liegt die 
Ta in einem Bereich von 50 – 72°C. Bei dieser Arbeit lag die 
ausgetestete Ta für alle verwendeten Primer bei 59°C. Für die PCR 
sind die jeweils höchsten Ta´s vorzuziehen, da so die korrekte 
Anlagerung der Oligonukleotiden an den Matrizenstrang und damit die 
Spezifität der Reaktion gefördert wird (Gassen et al. 1994). Denn eine 
zu niedrige Ta würde die Zahl unspezifischer Produkte durch 
Fehlanlagerung erhöhen und eine zu hoch gewählte Ta würde die 
Anlagerung der Primer an die Zielsequenz nachhaltig stören.  
 
• Erweiterung/ Polymerisation (Extension): 
In dieser Phase der Reaktion kommt es zur Kopierung des 
Matrizenstranges durch die Taq- Polymerase. Die Temperatur Te 
dieses Schrittes ist vom Temperaturoptimum der jeweils verwendeten 
DNA- Polymerase abhängig. Die Taq- Polymerase dieser Arbeit 
stammt aus Thermus aquaticus, kloniert in E. coli (EC 2.7.7.7), mit 
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einem Temperaturoptimum von 72°C (Qiagen HotStarTaq™ PCR 
Handbook 1999). Höhere Temperaturen könnten zwar die Aktivität 
des Enzyms steigern, beinhalten jedoch die Gefahr einer 
Denaturierung von Matrize und Primer. Je nach eingestellten 
Bedingungen beträgt die Synthesegeschwindigkeit 35 – 150 
Nukleotiden/ sec. (Gassen et al. 1994). Daher reicht eine 
Extensionszeit von ca. 0,5 – 1 min für bis zu 2 kBp große Fragmente 
aus. Zu lange Zeiten erhöhen die Zahl der unspezifischen 
Nebenprodukte. Die Syntheserichtung der Extension verläuft immer 
vom 5´-Ende zum 3´-Ende. 
In den ersten beiden Zyklen entstehen bei der Polymerisation DNA- 
Moleküle, deren 5´-Ende zwar durch den eingesetzten Primer 
begrenzt ist, deren 3´-Ende durch den möglichen Abbruch der 
Polymerisation an jeder beliebigen Stelle der Matrize sehr 
unterschiedlich aussehen kann (Gassen et al. 1994). Im nächsten, 
dritten Zyklus ist das erste Matrizenmolekül entstanden, dessen Länge 
der Länge der gesuchten DNA- Sequenz, begrenzt durch die 
Bindungsstellen der beiden Primer, entspricht. Da sich die 
Konzentration der Ausgangsmatrize nicht ändert, nimmt die Anzahl 
dieser Moleküle mit definiertem 5´- und 3´-Ende mit der Zykluszahl zu. 
Ab diesem dritten Zyklus verläuft die Amplifikation der Produkte 
exponentiell: 
 Nf = N0 (1 + Y)n  (Keohavong et al. 1988) 
 
(Nf entspricht der Anzahl der Kopien der amplifizierten Sequenz nach n Zyklen; N0 
ist die initiale Anzahl der Kopien der Zielsequenz im DNA- Ansatz; Y ist die Effizienz 
der Amplifikation pro Zyklus) 
 
Nach 20 Zyklen ergibt sich eine theoretische Anreicherung der 
Amplifikationsprodukte ca. um den Faktor 106. Aus einem DNA- 
Molekül können theoretisch etwa 1 Millionen identische Kopien 
entstehen. Da jedoch die Ausbeute von Zyklus zu Zyklus variiert, also 
nicht bei 100% liegt, sondern bei ca. 85%, entstehen nur etwa 105 
Kopien  (Gassen et al. 1994). Grund dafür  ist, dass nach ca. 20 – 25 
Zyklen die Amplifikation nicht mehr exponentiell, sondern linear 
zunimmt. Diese Plateau- Phase ist bedingt durch die ständig 
wachsende Konzentration der Matrizenstränge, die nicht mehr in der 
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vorgegebenen Zeit durch die Primer besetzt werden können, sowie 
einer Renaturierung der Matrizensträngen und durch die 
nachlassende Aktivität der Taq- Polymerase: 
 
 Y = (Nf/N0)1/n – 1 (Keohavong et al. 1988) 
 
(Y ist die Effizienz der Amplifikation pro Zyklus; Nf und N0 beschreiben die 
amplifizierte Anzahl der Moleküle in n Zyklen der exponentiellen Phase produziert.) 
 
Für den letzten Zyklus wird eine längere Extensionszeit (ca. 10 min) 
verwendet. Dies soll eine Komplettierung aller amplifizierten PCR- 





Abbildung 3.11: Schema eines PCR- Zyklus 
 
 
Für die erfolgreiche Durchführung der PCR sind folgende essentiellen 
Komponenten unerlässlich: 
• Thermostabile Taq- DNA- Polymerase: Sie katalysiert an das 3´- Ende 
eines Primers in Anwesenheit einer DNA- Matrize die Anlagerung von 
Desoxyribonukleosidtriphosphaten. 
Molekulargewicht 94000 DA 
pH- Optimum 7 – 8,8 
Temperaturoptimum 70 – 80°C 
Ionenabhängigkeit 10 mM Mg2+  
Polymerisationsgeschwindigkeit Ca. 35 - 150 Nukleotiden/ s 
Halbwertszeit 130 min bei 92,5°C 
3´5´- Exonukleaseaktivität Keine 
 Tabelle 3.3: Taq- Polymerase Eigenschaften (Gassen et al. 1994). 
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Anzumerken ist, dass der Taq- Polymerase die 3´5´- 
Exonukleaseaktivität zur Exzision 3´- fehlgepaarter Basen, wie dies 
bei der DNA- Polymerase I der Fall ist, fehlt. Zudem können keine 
Fehlerkorrekturen vorgenommen werden. Pro 5000 Nukleotiden wird 
ein falsches Nukleotid eingebaut (0,25%), dabei ist der Fehler über 
das gesamte Produkt verteilt und beschränkt sich nicht auf eine Stelle 
der Sequenz (Gassen et al. 1994). Vorwiegender Fehler ist der 
Basenaustausch (bevorzugt C gegen T), strukturelle Aberrationen sind 
dagegen sehr selten. 
• Oligonukleotid- Primer: Ihre Basenzusammensetzung, Länge und 
Konzentration sind bestimmend für eine erfolgreiche PCR- Reaktion 
(man siehe bitte Unterpunkt „Denaturierung“, der sich auch mit der 
Struktur und Zusammensetzung der Primer beschäftigt.) 
• Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP): Sie fungieren als Bausteine 
bei der Extensionsphase. Ihre Addition an den Matrizenstrang wird 
durch die Taq- Polymerase katalysiert. Üblicherweise werden 200 – 
250 µM eines jeden dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) in Reaktionen 
mit der Taq- Polymerase bei 1,5 mM MgCl2 verwendet. Höhere 
Konzentrationen können die Reaktion nachhaltig beeinflussen, indem 
sie Mg2+ der Reaktion entziehen. Bei den Experimenten dieser Arbeit 
wurde eine 1,5 mM MgCl2- Fertiglösung verwendet (Qiagen 
HotStarTaq™ PCR Handbook 1999). 
• Divalente Kationen: Alle thermostabilen DNA- Polymerasen benötigen 
freie divalente Kationen, bevorzugt Mg2+. Da Mg2+ von dNTPs und den 
Oligonukleotid- Primern gebunden wird, muß deren Konzentration 
größer sein als die Konzentration der dNTPs und der Primer 
zusammen (Irwin N. et al. 2001). Zu hohe Konzentrationen an Mg2+ 
erhöhen die Zahl unspezifischer Produkte (Krawetz et al. 1989; Riedel 
et al. 1992). 
• pH- Wert: Standardmäßig ist der pH- Wert der 8,3 – 8,7 eingestellt. In 
dieser Arbeit wurde ein PCR- Puffer mit dem pH- Wert von 8,7 
verwendet (Qiagen HotStarTaq™ PCR Handbook 1999). 
• DNA- Matrizenstrang: In diesen Experimenten wurde cDNA aus 
extrahierter RNA als Matrizenstrang verwendet (siehe 3.5.1 u. 3.5.2). 
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3.5.3.2 Methodische Durchführung 
 
Das Ansetzen der PCR- Komponenten  erforderte ein Arbeiten unter sterilen 
Bedingungen. Zudem musste das Ansetzen des Reaktionsgemisches und 
die PCR- Produkt- Analyse räumlich getrennt sein, um eine Kontamination 
des Reaktionsgemisches mit DNA- Produkten aus der PCR- Reaktion zu 
vermeiden. 
Das Schlüsselenzym dieser Versuchsanordnung war die HotStarTaq™- DNA- 
Polymerase (Qiagen HotStarTaq™ PCR Handbook 1999), deren besondere 
Eigenschaft darin bestand, dass sie bei niedrigen Temperaturen ohne 
vorherige Aktivierung keine Polymeraseaktivität besaß. Erst durch einen 
initialen Aktivierungsschritt (15 min bei 95°C) wurde sie durch die Zerstörung 
eines inhibierenden Antikörpers aktiviert. Dies verhinderte beim Ansetzen 
des Reaktionsgemisches die Bildung von Fehlprodukten und Primer- 
Dimeren, da die nicht inhibierte Taq- Polymerase schon bei RT aktiv ist (0,25 
Nukleotide/ s) (Gassen et al. 1994). Standardmäßig wurde eine Taq- 
Polymerase- Konzentration von 1,25 Einheiten pro Reaktion (0,25µl) und 
eine Mg2+- Konzentration von 1,5 mM angesetzt. Als DNA- Matrize wurden 
10% (10 µl) des 100 µl Eluats aus der cDNA- Synthese und der Negativ- 
Rev. T.- Kontrolle verwendet. Folgende Reagenzien wurden in ein 0,5 ml 
RNase- freien, sterilen Eppendorf- Röhrchen zusammengefügt: 
Reagenzien Volumen Finale Konzentration 
10facher PCR- Puffer 5 µl 1fach (1,5 mM Mg2+) 
dNTP- Mix 1 µl 200 µM pro dNTP 
HotStarTaq™  0,25 µl 1,25 Units/ Reaktion 
Primer (Vorwärts) 0,5 µl 0,1 – 0,5 µM 
Primer (Rückwärts) 0,5 µl 0,1 – 0,5 µM 
RNase- freies Wasser 32,75 µl - 
cDNA- Probe 10 µl < 1 µg/ Reaktion 
Gesamtvolumen 50 µl - 
 
Tabelle 3.4: PCR- Reaktionsansatz (Qiagen HotStarTaq™ PCR Handbook 1999) 
Die finale Mg2+- Konzentration bei diesem Ansatz beträgt 1,5 mM, die der dNTPs 200 µM je 
Nukleotid. Jedem Ansatz wurden gemäß Standard 1,25 Units Taq- Polymerase hinzugefügt. 
 
 82 
Dieser Reaktionsansatz wurde mittels einer Pipette vermischt und in ein 
PCR- Reaktionsgefäß für den RoboCycler® (Abb. 3.12) übertragen. Der 
Vorteil dieses Thermal- Cyclers bestand darin, dass parallel 4 Heiz- bzw. 
Kühlplatten mit konstanter Temperatur (Tm, Te, Ta, Kühlung bei 4°C) 
verwaltet werden können. Durch einen mechanischen Arm konnten die 
Proben auf die entsprechende Platte mit der einprogrammierten Temperatur 
ohne Zeitverlust durch Abkühl- oder Heizvorgänge transferiert werden.  
 
Abbildung 3.12: RoboCycler® Thermal- PCR- Cycler 
Block 1 für die Denaturation (94 – 95°C), Block 2 für die Primer- Anlagerung (50 – 62°C), 
Block 3 für die Extension (68 – 72°C), Block 4 für die Kühlung nach erfolgter Amplifikation 
(4°C) (Stratagene RoboCycler® Instruction Manual 2001). 
 
 
Der thermale PCR- Cycler wurde mit folgenden Temperaturen und Zeiten für 
diese Studie programmiert: 
PCR- Bedingungen 
Zyklenzahl Temperatur Zeitintervall 
Initiale Aktivierung der 
Taq- Polymerase 1 x 
95°C 15 min 
94°C 30 s 
59°C 30 s 
42 x 
72°C 1 min 
Finale Extension 1 x 72°C 10 min 
Lagerung/ Kühlung 4°C Max. 1 d 
 
Tabelle 3.5: PCR- Einstellungen und Reaktionsbedingungen für den thermalen 
RoboCycler® Die Annealing- Temperatur Ta wurde experimentell ermittelt. 59°C stellte für 






Nach Beendigung der Amplifikation wurden die Proben bei 4°C im Cycler 
gelagert. Zur qualitativen Kontrolle der entstandenen Produkte wurde die 




In der Agarosegelelktrophorese werden die in der PCR amplifizierten DNA- 
Sequenzen in einem elektrischen Feld der Größe nach aufgetrennt. Die DNA 
als ein Polyanion wandert wegen der überwiegend negativ geladenen 
Phosphatreste von der Kathode (-) zur Anode (+). In der Gelmatrix aus 
Agarose- Polysacchariden, in Abhängigkeit von der jeweiligen Konzentration 
des Gels, werden die DNA- Produkte nach ihrer Länge aufgetrennt. Dabei ist 
die Wanderungsgeschwindigkeit und die Laufstrecke dieser Produkte 
umgekehrt proportional zu ihrer Größe. Zur Detektion der Fragmente im Gel 
wird Ethidiumbromid (Abb. 3.13), welches zwischen den Basen der DNA 
interkaliert, verwendet. Dieses fluoresziert unter UV- Licht und macht so die 
DNA- Produkte zur Analyse sichtbar. Eine parallel dazu verlaufende DNA- 
Leiter, welche aus einem Gemisch von DNA- Fragmenten spezifischer Größe 
und damit bekannter Laufweite im Gel besteht, läßt eine Aussage über die 
Größe der zuvor amplifizierten DNA- Proben zu.  
         
Abbildung 3.13: Molekülstruktur des Ethidiumbromids (Roche 2004) 
 
Für diese Studie wurde ein 1%iges Agarosegel verwendet. Dafür wurde 1 g 
Agarose in 100 ml TBE- Puffer (1:10 verdünnt) gelöst und in einer Mikrowelle 
so lange zum Kochen gebracht bis eine klare Suspension entstanden ist. 
Diese Lösung wurde dann mit 2 µl Ethidiumbromid versetzt und blasenfrei in 
die dafür vorgesehene PCR- Wanne gegossen. Ein Kamm im noch heißen 
Gel sorgte für die notwendigen Kammern, in denen die PCR- Produkte 
transferiert wurden. Nach Aushärtung des Gels wurde dieses in die 
Elektrophoresekammer gelegt und diese Kammer mit TBE- Puffer (1:10 
verdünnt) geflutet. Dabei war zu beachten, dass die Kammern des Gels zur 
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Kathode ausgerichtet waren, da die DNA im elektrischen Feld zur Anode 
wandert. 25 µl der PCR- Proben wurden nun mit 2,5 µl Gel Loading Solution 
vermischt und in die Kammern des Gels pipettiert. Zur genaueren Analyse 
wurden zusätzlich noch eine 50 bp und 100 bp Leiter, Gemische mit DNA- 
Fragmenten spezifischer Größe, hinzugefügt, um eine Aussage über die 
entstandene Größe der PCR- Produkte treffen zu können. Nach 
Verschließen der Elektrophoresekammer wurde ein elektrisches Feld mit 
folgenden Parametern angelegt: U = 100 V, I = 150 mA, P = 50 W. 
Die Laufzeit richtete sich nach der sichtbaren Wanderungsgeschwindigkeit 
der Gel Loading Solution, mit der die PCR- Produkten versetzt worden sind. 
Nach Beendigung der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel unter 
UV- Licht analysiert und mittels Photographie dokumentiert. 
 




Die quantitative PCR beruht auf denselben Prinzipien wie die qualitative 
PCR: Denaturation, Anlagerung und Extension (siehe Kap. 3.5.3.1). Mit ihrer 
Hilfe ist es möglich, sowohl relative wie auch absolute Mengen eines DNA- 
Moleküls zu bestimmen. Besonders, um Rückschlüsse auf den Gehalt der 
durch die Zelle exprimierte RNA zu ziehen, hat sich die quantitative PCR 
bewährt. Da sich mit Hilfe der Taq- Polymerase die Ausgangs- DNA in jedem 
Zyklus verdoppelt, ist es möglich, aus der Menge des Amplifikates den 
Gehalt der Matrizen- DNA zu bestimmen. Dies gilt aber nur für den Bereich 
des exponentialen Zuwachses an Amplifikations- DNA in den ersten 10 - 20 
Zyklen. Durch den Verbrauch an dNTPs und die nachlassende Aktivität der 
Taq- Polymerase verläuft die Amplifikation bei höherer Zyklenzahl nicht mehr 
exponential und läßt keine eindeutige Bestimmung des Ausgangsmaterials 
mehr zu.  
Das grundlegende Prinzip der quantitativen PCR beruht auf dem Vergleich 
der zu analysierenden RNA, umgeschrieben in cDNA, mit einem Standard- 
DNA- Molekül (Gassen et al. 1994). Dabei wird die Standard- DNA als 
Referenz jeder PCR- Reaktion hinzu gegeben. Für ein 
Quantifizierungsexperiment werden verschiedene Reaktionen angesetzt, die 
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immer dieselbe Menge an cDNA, aber unterschiedliche Menge an Standard- 
DNA enthalten. Nach der Amplifikation kann die Mengenabschätzung mittels 
Agarosegelelktrophorese oder durch radioaktive Verfahren durchgeführt 
werden. 
Die Versuche dieser Studie wurden mit den quantitativen Verfahren und der 
Methodik der Real- Time- PCR (kinetische PCR) durchgeführt. Diese 
Methodik basiert auf Fluoreszenzmarkierung von DNA- Strängen in der 
laufenden Amplifikation und macht über Computerberechnungen diese 
deutlich. Mit der Zunahme der Amplifikationsprodukte nimmt die 
Fluoreszenzintensität zu. Umso höher der ursprüngliche Gehalt an Matrizen- 
DNA in der Probe ist, desto weniger Amplifikationszyklen sind nötig bis die 
Plateauphase, graphisch dargestellt vom Computer (Abb. 3.14), erreicht ist 
(Becker et al. 1996; Gibson et al. 1996; Heid et al. 1996; Freeman et al. 
1999).  
 
Abbildung 3.14: Zunahme der Fluoreszenzintensität in der Amplifikation 
Die Probe A enthält mehr Matrizen- DNA zu Beginn der Amplifikation als die Probe B. Aus 
diesem Grunde sind weniger Zyklen notwendig, um die Plateauphase zu erreichen. Die 
Basislinie (Baseline) bezeichnet die ersten Zyklen, typischerweise zwischen Zyklus 3 bis 15, 
in denen es zu keinem detektierbaren Anstieg der Fluoreszenzintensität kommt. Die 
Schwelle (Threshold) ist in der Log- Phase lokalisiert. Diese Schwelle, durch den Computer 
vorgegeben oder manuell eingestellt, bezeichnet die Stelle, an der der erste eindeutig 
detektierbare Anstieg der Fluoreszenzintensität liegt. Der Zyklus, in dem die 
Fluoreszenzintensität die Schwelle erreicht, wird Schwellen- Zyklus (Threshold- Cycle; CT) 
genannt (Qiagen QuantiTect™ SYBR® Green PCR Handbook 2002).  
 
Um den Amplifikationsvorgang sichtbar zu machen, wurde in dieser Studie 
der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green I (Wittwer C.T. et al. 1997a), der 
spezifisch an alle entstehende Doppelstrang- DNA bindet (Abb. 3.15), 
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unabhängig von der eingesetzten Matrizen- DNA oder der Primer (Irwin N. et 
al. 2001).  Das Anregungsmaximum von SYBR® Green I liegt bei 497 nm, 
sein Emissionsmaximum bei 521 nm. Da sich der Farbstoff an jedes 
entstehende DNA- Molekül bindet und unabhängig ist von der Art des 
entstehenden Amplifikationsproduktes, entwickelt sich die 
Fluoreszenzintensität proportional zur entstehenden DNA- Masse mit einer 
hohen Sensitivität (Irwin N. et al. 2001). 
 
Abbildung 3.15: SYBR® Green I- Farbstoff 
Dieses Schema verdeutlicht die Funktionsweise der Fluoreszenzmarkierung in der laufenden 
Amplifikation. SYBR® Green I bindet nicht an DNA- Einzelstränge, sondern lagert sich 
zwischen Primer und DNA- Strang bzw. im Doppelstrang im Sinne eines interkalierenden 
Farbstoffes an. Bei laufender Synthese des komplementären Stranges durch die 
Polymerase lagert sich fortlaufend dieser Farbstoff im Doppelstrang an. Die 
Fluoreszenzintensität nimmt zu (Roche Diagnostics Cooperation 2004). 
 
 
Ein Problem stellen aus diesem Grunde nicht spezifische amplifizierte 
Produkte oder Primer- Dimere dar. Um die Spezifität der amplifizierten 
Produkte der kinetischen PCR zu überprüfen, wurde in dieser Arbeit die 
Schmelzkurven- Analyse (Abb. 3.16) angewandt. Dabei wird die Temperatur 
langsam von ca. 60°C bis auf die Schmelztemperatur Tm (95°C) erhöht. Bei 
niedrigen Temperaturen liegen alle PCR- Produkte als Doppelstrang vor. In 
diesem Stadium ist SYBR® Green I gebunden und die Fluoreszenzintensität 
hoch. Während der Denaturierung der PCR- Produkte lösen sich die 
Doppelstränge in Einzelstränge, was zu einem langsamen Nachlassen der 
Fluoreszenzintensität führt, da sich auch der Fluoreszenzfarbstoff aus der 
Bindung löst. Ist die Schmelztemperatur der entstandenen PCR- Produkte, 
spezifische wie nicht spezifische, erreicht, nimmt die detektierte 
Fluoreszenzintensität sehr schnell ab, da die Moleküle bei ihrer Tm schneller 
denaturieren. Diese schnelle Abnahme wird vom Computer in der ersten 
mathematischen Ableitung (-dF/dT) berechnet und als ein Gipfel dargestellt 
(Abb. 3.16).  
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Abbildung 3.16: Schmelzkurvendarstellung in der ersten mathematischen Ableitung 
In der ersten Ableitung (-dF/dT) kann eine rapide Abnahme der Fluoreszenzintensität als 
Gipfel dargestellt und in der Graphik einer Temperatur (°C) zugeordnet werden. So läßt sich 
die Spezifität der Amplifikation überprüfen. In der vorliegenden Graphik zeigt die Probe A 
einen Gipfel, der sich der spezifischen Tm des amplifizierten Produktes zuordnen läßt. Hier 
wurde das gesuchte Matrizenmolekül amplifiziert. In der Probe B zeigt sich zudem ein Gipfel 
bei niedrigeren Temperaturen. In dieser Probe haben sich Primer- Dimere gebildet, die die 
gemessene Fluoreszenzintensität während der Amplifikation verfälschen (Qiagen 
QuantiTect™ SYBR® Green PCR Handbook 2002). 
 
Läßt sich dieser Gipfel der spezifischen Schmelztemperatur des PCR- 
Produktes zuordnen, so ist das gesuchte DNA- Molekül amplifiziert worden. 
Gipfel, die sich einer niedrigeren Temperatur zuordnen lassen, zeigen 
Primer- Dimere (Abb. 3.16) auf. Diese denaturieren aufgrund ihrer kürzeren 
Länge bei einer niedrigeren Schmelztemperatur (Ririe et al. 1997). Mehrere 
Gipfel mit verschiedenen Tms oder Plateau- Bildungen in der 
Schmelzkurvendarstellung sind dagegen ein Zeichen für die Amplifikation 
von nicht spezifischen Produkten. 
Zur Durchführung der kinetischen PCR wurde in dieser Arbeit der 
LightCycler® Thermal- Cycler (Abb. 3.17) verwendet. Dieser Thermal- Cycler 
besteht aus mehreren Einheiten: einem Kapillarhalter, einem Motor, der die 
Kapillaren zur Fluoreszenzabtastung vor das optische System positioniert, 
und einem Heiz- und Kühlsystem. Verbunden mit einem Rechner werden die 
gemessenen Fluoreszenzintensitäten aus dem optischen System in digitale 
Signale übersetzt und als Graphik dargestellt. Diese Graphik wird den 
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permanenten Messungen angepasst und zeigt immer den aktuellen Status 
der Amplifikation an. 
             
Abbildung 3.17: LightCycler®- System 
Kernstück des LightCyclers ist das Kapillarkarussell mit den Kapillaren, die die Proben 
enthalten, im Heiz- Kühl- Turm. Die Kapillaren werden durch einen Motor vor das optische 
System positioniert, so dass eine permanente Fluoreszenzmessung möglich ist. Die 
Amplifikation wird somit über die Messung der Fluoreszenzintensität in „Echtzeit“ verfolgt 
(Roche Diagnostics Cooperation 2004). 
 
3.5.5.2 Methodische Durchführung 
 
Das Schlüsselenzym dieser Versuchsanordnung war die HotStarTaq™- DNA- 
Polymerase (Qiagen HotStarTaq™ PCR Handbook 1999). Diese musste 
durch einen initialen Inkubationsschritt von 15 min bei 95°C aktiviert werden 
(siehe 3.5.3.2). Folgende Reagenzien wurden in ein 0,5 ml RNase- freien, 
sterilen Eppendorf- Röhrchen zusammengefügt: 
Reagenzien Volumen Finale Konzentration 
SYBR® Green I Master Mix 10 µl 1 x 
Primer (vorwärts) 1 µl 0,1 – 0,5 µM 
Primer (rückwärts) 1 µl 0,1 – 0,5 µM 
cDNA- Probe 1 µl < 1 µg/ Reaktion 
RNase- freies Wasser 7 µl - 
Gesamtvolumen 20 µl - 
 
Tabelle 3.6: PCR- Reaktionsansatz für das LightCycler® System 
Der SYBR® Green I Master Mix beinhaltet eine finale Mg2+- Konzentration bei diesem Ansatz 
von 2,5 mM, 1,25 Units der HotStarTaq- Polymerase, die der dNTPs 200 µM je Nukleotid 
(Qiagen QuantiTect™ SYBR® Green PCR Handbook 2002). 
 
Standardmäßig wurde eine Taq- Polymerase- Konzentration von 1,25 














Form des SYBR® Green I Master Mix angesetzt. Dieser Master Mix enthielt 
200 µM pro dNTP. Als DNA- Matrize wurde eine 1:10 verdünnte Probe aus 
der cDNA- Synthese und der Negativ- Rev. T.- Kontrolle verwendet. Dieser 
Ansatz wurde mittels einer Pipette durchmischt und in die Kapillaren 
transferiert, welche in das Kapillar- Karussell gesteckt und anschließend dem 
LightCycler®- System zugefügt worden sind. Jenes System wurde mit 
folgenden PCR- Parametern programmiert: 
 
PCR- Bedingungen des LightCycler® 
Zyklenzahl Temperatur Zeitintervall Heizgeschwindigkeit 
1x Taq- Polymerase 
Aktivierungsschritt 
95°C 15 min 20°C/ sec 
94°C 15 sec 20°C/ sec 
55°C 25 sec 20°C/ sec 
55 x 
72°C 25 sec 20°C/ sec 
1 x Finale 
Extension 








Lagerung/ Kühlung 4°C Max. 1 d 20°C/ sec 
 
Tabelle 3.7: PCR- Bedingungen des LightCycler® Systems 
(Qiagen QuantiTect™ SYBR® Green PCR Handbook 2002). 
 
 
3.5.5.3 Auswertung am Computer 
 
Die Auswertung der erhobenen Messdaten wurde mit der LightCycler 
Software Version 3.5 durchgeführt. Besonderes Augenmerk wurde auf die 
Schmelzkurvenanalyse gelegt, da diese Aufschluß über die Spezifität der 
Amplifikationsprodukte lieferte.  
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4.  Ergebnisse 
 
4.1 Charakterisierung der C57BL/6 Wildtyp- Maus 
 
Diese hier im Kapitel 4.1 ermittelten Merkmale sollen die Organentwicklung 
und Größenordnung der ermittelten Zellzahlen einer 17 Tage alten C57BL/6 
Wildtyp- Maus zum Zeitpunkt des Präparationsbeginns beschreiben und das 
Versuchstier charakterisieren. Diese erhobenen Daten – Zellzahlen sowie 
der Grad der körperlichen Entwicklung - einer Maus ohne NT- oder NT-
Rezeptor- Defekt sollen unter anderem als Grundlage für einen Vergleich mit 
Mausstämmen mit bekannten und klar definierten Defekten dienen, um 
eventuelle Einflüsse der Neurotrophine sowie deren Rezeptoren auf die 
körperliche Reifung und die B- Zell- Lymphopoese im Anschluß diskutieren 
zu können. 
 
4.1.1  Präparation, Zellzählung und Zellgewinnung 
 
Eine sorgfältige Präparation von Milz, Gehirn und KM mit anschließender 
Gewinnung der Zellen stellte die Grundvoraussetzung für die, in dieser Arbeit 
erzielten, zell- und molekularbiologischen Ergebnisse dar. 
Für jeden Versuch wurden sechs 17 Tage alte Wildtyp C57/BL6 Mäuse, 
unabhängig des Geschlechtes, verwendet und, wie in Kapitel 3.1.3 – 3.1.5 
dargestellt, präpariert. Die Organe wurden vor der endgültigen Präparation 
und Isolierung mononukleären Zellen gewogen, um den körperlichen 
Entwicklungsstand der Versuchstiere zu dokumentieren.  
Zum Zeitpunkt der Präparation sind die Wildtyp- Mäuse ca. 4 – 5 cm groß, 
gemessen vom Os sacrum bis zum Os nasale (Abb. 4.1). 
                      
Abbildung 4.1: 17 Tage alte C57BL/6 Wildtyp- Maus 
Die Versuchstiere sind zu dem Zeitpunkt der Präparation ca. 4,5 cm, gemessen vom 
Schwanzansatz bis zur Schnauze, groß. 
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Bei einem Lebensalter von 17 Tagen einer unter pathogenfreien 
Bedingungen aufgezogenen C57BL/6- Maus beträgt das durchschnittliche 
Gewicht der Milz ca. 0,09 g, das des Gehirns ca. 0,11 g und das Gewicht 
zweier Femora 0,008 g (Abb. 4.2). Um eine Näherungswert des Gewichtes 
des verwendeten KM ermitteln zu können, wurden pro Maus 2 
Oberschenkelknochen präpariert und zusammen gewogen.  
Die angegebenen durchschnittlichen Gewichtsangaben stellen einen MW +/- 
SD von n = 6 Versuchstieren dar. 
                       










































Abbildung 4.2: Durchschnittliche Gewicht von Gehirn, Milz und zweier Femora von 17 
Tagen alten C57BL/6 Wildtyp Versuchs- Mäusen 
Aufgetragen gegen Gewicht in Gramm [g] sind jeweils Milz, Gehirn und zwei 
Oberschenkelknochen von 6 Versuchstieren. Die etwas größeren Schwankungen des 
Gewichtes beim Gehirn lassen sich durch die schwierigeren Präparationsbedingungen des 
Schädels erklären, die dazu führten, dass das Gehirn nicht immer vollständig herausgelöst 
werden konnte. Um einen Näherungswert des Gewichtes des KM ermitteln zu können, ist 
hier das Gewicht zweier Oberschenkelknochen pro Versuchstier angegeben. Dargestellt 
sind Mittelwerte +/- SD von n = 6 Jungtieren pro Versuch. 
 
 
Die Ermittlung der relativen Zellzahlen aus diesen Organkompartimenten 
erfolgte, wie in Kapitel 3.2 dargestellt, mittels der Zählkammer nach 
Neubauer. Diese Zahlen spiegeln den relativen Gesamtzellgehalt/ ml 
Suspension der einzelnen Organe von Wildtyp- Versuchstieren in diesem 
juvenilen Entwicklungsstadium von 17 Tagen, abzüglich des Bindegewebes, 
welches durch die Präparation und Aufbereitung mittels des Nunc- Siebes 
entfernt wurde, wieder. Hinsichtlich des KM wurde der Zellgehalt 














2 Femora Milz         Gehirn 
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Die  durchschnittlichen Zellzahlen einer Milz betragen 5,67 x 107/ ml 
Zellsuspension, der des Gehirns 6,10 x 107/ ml und der von 2 Femora 2,07 x 
107/ ml. Diese Werte geben die MW +/- SD von n = 6 Versuchstieren wieder. 
 
                        















































Abbildung 4.3: Relative Zellzahlen der präparierten Organe 17 Tage alter C57BL/6 
Mäuse 
Aufgetragen sind die mittels Neubauer Zählkammer ermittelten Zellzahlen nativer Zellen der 
einzelnen Organe nach der Präparation und vor der weiteren Aufreinigung. Die relative 
Zellzahl aus dem KM ergibt sich aus der Zählung zweier Oberschenkelknochen pro 




Im Anschluß an die Erhebung der Gesamtzellzahl wurden die 
mononukleären Zellen – hauptsächlich aus Lymphozyten, Monozyten und 
Makrophagen bestehend - aus Milz und KM extrahiert. Diese wurden mittels 
Dichtegradientenzentrifugation mit Lympholyte®-M (siehe Kap. 3.1.4) und 
anschließende Zellzählung nach Neubauer (Kap. 3.2) gewonnen. Mit dieser 
Methode ist es möglich, die vitalen Zellen von der apoptotischen Zellfraktion 
sowie von den Erythrozyten einer Suspension zu trennen und überdies die 
für diese Studie interessante Population der Lymphozyten zu separieren. 
Der Reinheitsgrad der gewonnenen Fraktion, an der Interphase des 
Trennmediums entnommen, beläuft sich auf >90% (Biozol Diagnostica and 
Linaris GmbH 2000). Die Kontaminationswahrscheinlichkeit der Interphase 






















     Milz           Gehirn         KM 
Organe von 17 Tage alten C57BL/6 Mäusen ( = 6) 
 93 
 
Phase im Trennmedium Mononukleäre Fraktion Kontamination  
Obere Phase < 1% 0% 
Interphase > 90% 1 - 5% 
Untere Phase < 10% 1 – 5% 
Pellet < 1% > 90% 
 
Tabelle 4.1: Reinheitsgrad und Kontaminationswahrscheinlichkeit nach Extraktion der 
mononukleären Zellfraktion mit Lympholyte®-M 
Die an der Interphasegrenze entnommenen mononukleären Zellen haben einen 
Reinheitsgrad von über 90%. Die Kontamination mit Fragmenten, apoptotischen Zellen oder 
Erythrozyten beläuft sich auf 1 – 5% (Biozol Diagnostica and Linaris GmbH 2000). 
 
Eine Zählung der Zellen der aufgereinigten Fraktion aus Milz und KM zeigen, 
dass sich der durchschnittliche Gehalt an mononukleären Zellen mit einer 
Größenordnung in der Milz von 4,44 x 107 pro ml Zellsuspension und im KM 
aus zwei Femora von 1,46 x 107 pro ml beziffern läßt. Diese Angaben des 
durchschnittlichen Zellgehaltes stellen die MW +/- SD von n = 6 Wildtyp- 
Mäusen dar. 
Die extrahierten Zellen des ZNS wurden keiner 
Dichtegradientenzentrifugation und Differenzierung in die verschiedenen 
Subpopulationen unterworfen. Diese dienen in dieser Versuchsanordnung 
nur als Standard der Expression von NTs und NT-Rezeptoren bei den 
molekularbiologischen Studien. 
Anzumerken ist, dass die Zahlen von Milz und KM untereinander nicht 
verglichen werden können, da das KM aus präparatorischen Gründen 
standardmäßig für alle Tiere nur aus den beiden Oberschenkelknochen einer 
Maus gewonnen wurde und somit nicht das gesamte KM repräsentieren 
(Kap. 3.1.4).  
 
4.1.2  MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) 
 
Um in den nachfolgenden molekularbiologischen Versuchen das 
Expressionsmuster der NTs und NT-Rezeptoren von B-Zellen bestimmen zu 
können, wurden diese mittels MACS aus der mononukleären Zellfraktion von 
KM und Milz die B-Zellen extrahiert (siehe Kap. 3.3.2). Standardmäßig 
wurden 1 x 107 Zellen aus KM und der Milz verwendet. Als Marker für diese 
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Lymphozyten- Subpopulation dienten CD45R/B220- MicroBeads. Dieser CD-
Marker ist auf allen B-Zell-Entwicklungsstufen exprimiert (Melchers et al. 
1999) und kann als so genannter Pan- B- Zell- Marker für diese Versuche 
eingesetzt werden. Somit ist es möglich, alle diesen Cluster tragenden B-
Lymphozyten zu detektieren und aus der Suspensionslösung zu entfernen. 
Mittels FACS- Analytik wurde der Reinheitsgrad der gewonnenen 
Extraktionslösung der MACS- Aufreinigung kontrolliert.  
Ausgezählt wurden 10.000 Zellen, welche mit dem B-Zellmarker 
CD45R/B220- R-PE und dem Granulozytenmarker Ly-6G- FITC markiert 
wurde. In den oberen Bildern (Abb. 4.4) sind die Zellen nach Größe [FSC] 
und der Granularität [SSC] aufgetragen. Schon aus dieser Darstellung des 
Streulichtes läßt sich die erfolgte Aufreinigung der Zellen bewerten. Man 
erkennt deutlich die Lymphozytenpopulationen, die sich bei einer 
Vorwärtslichtstreuung [FSC] von 200 – 600 nm und einem SSC von 50 – 200 
nm darstellen (Becton Dickinson Immunocytometry Systems 1998). Die 
Fraktionen der Monozyten und Granulozyten, die im Allgemeinen bei einem 
SSC von 300 – 1000 nm und einem FSC von 500 – 800 nm gemessen 
werden (Becton Dickinson Immunocytometry Systems 1998), sind durch die 
MACS- Aufreinigung zum größten Teil entfernt worden. Darüber hinaus 
wurden in der Messung die beiden Fluoreszenzmarker CD45R/B220 und Ly-
6G gegeneinander dargestellt (Abb. 4.4). Zur Berechnung der relativen 
Häufigkeiten von Fluoreszenzsignalen wurde die Messung in 4 Quadranten 
unterteilt (Abb. 4.4), die vom Computer berechnet wurden. Das obere linke 
Feld erfasst die CD45R/B220- R-PE- positiven und Ly-6G- negativen 
Fluoreszenzsignale, welche die mit dem Pan- B- Zell- Marker B220 
detektierten Zellen repräsentiert und eine Aussage über den relativen Gehalt 
an B-Zellen in einer MACS- aufgereinigten Zellsuspension im Vergleich mit 
den anderen Quadranten möglich macht. Diese Aussage ist zulässig, da die 
B- Zellen in jedem Stadium ihrer Entwicklung den Marker B220 exprimiert 
(Melchers et al. 1999), aber nicht Ly-6G. Das obere rechte Feld zeigt die 
B220- und Ly-6G- positiven Fluoreszenzereignisse an. Ly-6G- positive und 
B220- negative Zellen werden im unteren rechten Quadranten angezeigt. 
Dieses Feld erfasst somit die Kontamination der aufgereinigten Probe mit 
Granulozyten. Die beiden Marker nicht tragende Zellen werden vom unteren 
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linken Messfeld erfasst, in dem sich zudem aber auch der Zelldetritus 
darstellt. Die Proben aus dem nach B220 im MACS aufgereinigten KM- 
Zellen besaßen eine durchschnittliche Reinheit – eine relative Häufigkeit an 
B220 positiven Fluoreszenzereignissen -  von 92,44% (Abb. 4.5). 
Die B-Lymphozyten aus der Milz konnten mit einer durchschnittlichen 
Reinheit von 93,46% extrahiert werden (Abb. 4.4 und 4.5). Diese 
Prozentzahlen spiegeln den MW +/- SD von n = 10 Messungen 
verschiedener Proben von Milz- und KM- Zellen wieder. 
                 
 
                   
 
Abbildung 4.4: FACS- Analyse der Reinheit der MACS- Separation nach CD45R/B220 
für die Zellen der Milz [A] und des KM [B] 
Diese Abbildungen zeigen repräsentativ für mehrere Messungen die FACS- Kontrolle des 
erhaltenen Reinheitsgrades der MACS- Separation nach CD45R/B220 für die Zellen des KM 
[B] und der Milz [A]. In der oberen Zeile sind die Zellen nach Größe [FSC] und der 
Granularität [SSC] aufgetragen. Man erkennt deutlich die Lymphozytenpopulationen, die sich 
bei einer Vorwärtslichtstreuung von 200 – 600 nm darstellen (Becton Dickinson 
Immunocytometry Systems 1998). Die Fraktionen der Monozyten und Granulozyten, die sich 
im Allgemeinen bei einem SSC von 300 – 1000 nm darstellen (Becton Dickinson 
Immunocytometry Systems 1998), sind durch die MACS- Aufreinigung zum größten Teil 
entfernt worden. In der unteren Zeile sind die Zellen im Hinblick auf die Fluoreszenzsignale 
aufgetragen. Verglichen wurden die Fluoreszenzen von CD45R/B220- R-PE als Pan- B- 
Zell- Marker und Ly-6G- FITC als Granulozytenmarker. Man erkennt, dass sich mit einer 
durchschnittlichen relativen Häufigkeit von > 90% für die Zellen der Milz [A] und des KM [B] 
die Fluoreszenzereignisse im oberen linken Quadranten darstellen. Dieses Messfeld gibt die 
CD45R/B220- positiven und Ly-6G- negativen Fluoreszenzsignale an und repräsentiert die 
mit B220 markierten B-Zellen. Die angegebenen Prozentzahlen ergeben sich aus dem 







































































































Abbildung 4.5: Reinheit der B-Zell-Extraktion durch MACS, gemessen anhand der 
relativen Häufigkeit an CD45R/B220- R-PE- Fluoreszenzereignissen im FACS 
Es wurden die Zellen der mononukleären Fraktionen aus KM und der Milz mit B220- 
MicroBeads im MACS aufgereinigt und anschließend im FACS gemessen. Dargestellt sind 
die relativen Häufigkeiten, der im FACS gemessenen Fluoreszenzereignisse nach 
CD45R/B220- R-PE- Farbstoff. Diese Häufigkeiten entsprechen der Reinheit einer 
Zellsuspension, deren Zellen ausschließlich den B-Zell-Marker CD45R/B220 tragen. 
Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD von n = 10 aufgereinigten Proben. 
 
4.1.3  FACS (Fluorescence Activating Cell Scan) 
  
Wir stellten uns die Frage, welche Zellsubpopulationen in den beiden 
Kompartimenten KM und Milz vorhanden sind und in welchem qualitativen 
Verhältnis diese in den Organen zueinander vertreten sind. Somit werden im 
Hinblick auf etwaige Differenzen in der Expression der NT und NT- 
Rezeptoren der B-Zellen aus Milz und KM die unterschiedlichen 
Verteilungsmuster der Zellpopulationen in den beiden Organen 
berücksichtigt.  
Für diese Messungen wurden standardmäßig aus einer nicht mittels 
Lympholyte und MACS aufgereinigten Nativzellsuspension 1 x 106 Zellen pro 
FACS- Tube entnommen und für die Messung aufbereitet (siehe Kap. 3.4.2). 
 
4.1.3.1 Zellverteilung im Knochenmark 
 
Um die Frage nach der relativen Verteilung der Zellsubpopulationen im KM 
beantworten zu können, haben wir ein Modell für die Messung im FACS- 
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B-Zellen nach MACS - Aufreinigung 
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CD- Marker auf den Zellen, die durch spezifische mit Fluorochrome 
gekoppelte AK detektiert wurden (siehe Kap. 3.4.1), und läßt eine Zuordnung 
relativer Häufigkeiten zu. Somit soll ein Profil der Zellzusammensetzung des 
KMs zum Zeitpunkt der Präparation der Versuchstiere eruiert werden. Diese 
sind im Einzelnen die Population der Stammzellen pro unreife 
Vorläuferzellen, die lymphoide Reihe, die granulozytäre Fraktion, die 
erythroide Zellreihe und die Population der Makrophagen. Die lymphoiden 
Zellen werden in B-Zellen, dem Objekt der weitergehenden 
molekularbiologischen Untersuchungen dieser Arbeit, in T-Zellen und in NK-
Zellen in der Darstellung im FACS unterschieden. 
Die Präparation und die Zellentnahme erfolgten, wie in Kap. 3.1.3 
beschrieben. Nach Zellzählung (siehe Kap. 3.2) wurden die Zellen gemäß 
des in Kap. 3.4.2 erläuterten Methodenprotokolls behandelt und im FACScan 
gemessen.  
Zur Detektion und FACS- Darstellung der hämatopoetischen Stammzellen/ 
Vorläuferzellen im KM wurden die Marker CD135, konjugiert mit dem 
Fluorochrom R-PE, und CD34 FITC verwendet (Abb. 4.6, A).   
CD135 (Synonym: Flk-2/ Flt3, Ly-72) ist ein Rezeptorprotein mit einer 
intrazellulären Tyrosinkinase- Domäne und spezifisch für hämatopoetischen 
Stammzellen und unreife Vorläuferzellen des adulten KMs (Matthews W. et 
al. 1991). Zudem wird es von Zellen der fetalen Leber, des fetalen Thymus, 
der Plazenta und des Hodens exprimiert (Matthews W. et al. 1991). Die 
Funktion des CD135 umfasst die Regulation, Proliferation und 
Differenzierung der hämatopoetischen Stammzellen, zugleich vermittelt 
dieser Marker über seinen natürlichen Liganden Flt3 wichtige Reize, die für 
das Überleben der Zellen wichtig ist (Lyman S.D. et al. 1993; Hannum C. et 
al. 1994; Veiby O.P. et al.1996).  
CD34 ist ein Glykoprotein, welches an der Zelloberfläche unreifer 
Vorläuferzellen im KM (Morel F. et al. 1996; Osawa M. et al. 1996) exprimiert 
wird und dem Mucosialin der Endothelien der Kapillaren entspricht 
(Baumhueter S. et al. 1993), dessen natürlicher Ligand L-Selektin ist. CD34 
erfasst auch die CD135- Stammzellen im adulten KM; mit diesem Schema 
aus 2 Markern war es somit möglich, den Großteil der Stamm- und 
Vorläuferzellen zu ermitteln. CD135+ Zellen stellten sich in den Messungen 
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mit einer relativen Häufigkeit von ca. 1%, CD34+ Zellen mit ca. 2,6% und 
CD135+-CD34+ mit ca. 1% in der Fluoreszenz aktivierten Zell Messung dar 
(Abb. 4.6 A; Abb. 4.7). Insgesamt ergibt sich daraus ein Gehalt an 
hämatopoetischen Vorläuferzellen von ca. 4,6%.  
Diese Ergebnisse geben den MW +/- SD von n = 10 Messungen an.  
Um die reifen Zellen der großen Gruppe der granulozytären Reihe darstellen 
zu können (Abb. 4.6, B), wählten wir den Ly-6G- Marker (Synonym: GR-1), 
konjugiert mit FITC. Dieser ist ein über einen GPI-Anker mit der Zellmembran 
verbundenes Protein. Die Expression dieses Markers korreliert direkt mit 
dem Grad der Differenzierung und der Reifung der Granulozyten im KM, 
insbesondere mit den Neutrophilen und den Eosinophilen (Lagasse E. et al. 
1996; Fleming et al. 1993).  
Dem gegenüber ermittelten wir mit dem Marker TER-119- PE den relativen 
Gehalt an erythroiden Zellen des KM (Abb. 4.6 B). TER-119 (Synonym: Ly-
76) wird von Zellen der erythroiden Reihe, ausgehend vom Erythroblasten 
bis zu den reifen Erythrozyten- Stadien im KM, exprimiert (Ikuta K. et al. 
1990, Osawa M. et al. 1996). Jedoch nicht mehr von den gealterten 
Erythrozyten der Peripherie. Mit diesen beiden für die jeweilige 
Zellsubpopulation spezifischen Marker, war es möglich, die granulozytäre 
und die erythroide Zellreihe mit ca. 45% bzw. 25% im KM einer 17 Tage alten 
Wildtyp- Maus zu detektieren und klar voneinander zu trennen (Abb. 4.6 B; 
Abb. 4.7). (MW +/- SD von n = 10 Messungen)  
Zur Untersuchung, in welchem Ausmaß B- und T-Zellen im KM einer 17 
Tagen alten Wildtyp- Maus vertreten sind, verwendeten wir CD45R(B220) 
(Abb. 4.6 C, D, E, F)  als B-Zell-Marker und CD3e für die Detektion der T-
Zellen (Abb. 4.6 F). CD45R(B220)-PE bzw. -FITC ist eine Isoform des 
Glykoproteins CD45, welche in jedem Stadium der B-Zell-Lymphopoese 
exprimiert wird. Es gehört zur Familie der Protein- Tyrosin- Phosphatasen 
(PTP) mit einer intrazellulären aus zwei PTP bestehenden katalytischen 
Domäne und einer glykosylierten extrazellulären Region (Johnson P. et al. 
1997). Seine Verwendung läßt sich auch als die eines spezifischen Pan-B-
Zell-Markers beschreiben, da B220 schon von den frühesten Formen der B-
Zelle exprimiert wird (Coffman R.L. et al. 1982; Hardy R.R. et al. 1991; 
Hathcock K.S. et al. 1992; Allman D.M. et al. 1992; Melchers et al. 1999).  
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In geringem Maße wird CD45R auch von cytokin- aktivierten, nicht MHC- 
beschränkten Killer- Zellen exprimiert, jedoch nicht von Stammzellen und 
Vertretern der T-Zell-Reihe, erythroiden sowie granulozytären Fraktion 
(Johnson P. et al. 1997).  
In unseren Versuchreihen konnten wir B-Zellen im KM mit einer relativen 
Häufigkeit von ca. 23,8% eruieren (Abb. 4.6 C, D, E, F; Abb. 4.7).  
Dieses Ergebnis stellt den MW +/- SD von n = 10 Messungen dar. 
CD3e (Synonym: CD3 ε Kette), in dieser Arbeit mit FITC konjugiert, zur 
Ermittlung der T-Zellen- Population im KM ist ein 20 kDa- Transmembran- 
Polypeptid. Es stellt einen Teil des T-Zell- Rezeptors dar und ist spezifisch 
für die T-Zell- Reihe (Miescher G.C. et al. 1989, Leo O. et al. 1987, Allison 
J.P. 1988). CD3e ist nicht zur Unterscheidung von unreifen und reifen T-
Lymphozyten im Thymus geeignet, da er von beiden Stadien exprimiert wird. 
Zudem können durch ihn nicht die frühesten Formen des T-Zell- 
Entwicklungsstadium, bevor diese vom KM in den Thymus wandern, erfasst 
werden, da diese CD3e- sind. Es werden also nur die T-Zellen detektiert, die 
im Thymus gereift und als reife T-Zelle über das Gefäßsystem in das KM 
gelangt sind. Der relative Gehalt der T-Zellen im KM konnte in dieser Arbeit 
mit ca. 6,58% ermittelt werden (Abb. 4.6 F; Abb. 4.7).  
Diese Angaben spiegeln den MW +/- SD von n = 10 Messungen wieder. 
Die kleine lymphoide Fraktion der NK-Zellen wurde mit dem PAN-NK- Marker 
(Synonym: DX5) detektiert, hier mit FITC verbunden (Abb. 4.6 E). Dieser 
Marker ist für einen Großteil der NK-Zellen und für eine sehr kleine 
Subpopulation von kleinen T-Zellen spezifisch (Moore T.A. et al. 1996; 
Ortaldo J.R. et al. 1998). In unseren Versuchen stellte sich diese Population 
der DX5- positiven NK-Zellen mit einer relativen Häufigkeit von ca. 2,74% in 
der Fluoreszenzmessung dar (Abb. 4.6 E; Abb. 4.7).  
Dieses Ergebnis entspricht dem MW +/- SD von n = 10 Messungen.  
Der Anteil an Makrophagen und Monozyten im KM gingen wir mit dem 
Antikörper gegen das MAC-3- Antigen nach (Abb. 4.6 D). Dieses ist ein 92 – 
110 kDa- Transmembran- Glykoprotein und ist ein Entwicklungsmarker für 
den Großteil der Monozyten-/ Makrophagen- Fraktion. Mit diesem Antiköper 
konnten wir den Gehalt an Monozyten/ Makrophagen im KM auf ca. 0,77% 
bestimmen. Setzt man voraus, dass das FACS eine Ungenauigkeit 
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insbesondere durch unspezifische Lichtstreuung der Fluorochrome bzw. 
Autofluoreszenz von 0,5 – 1,5% besitzt (Becton Dickinson Immunocytometry 
Systems 1998), so muß man für dieses Ergebnis annehmen, dass wir im KM 
nur einen verschwindend geringen Anteil von Monozyten/ Makrophagen 
detektieren konnten.  
Dieses Messergebnis stellt den MW +/- SD von n = 10 Messungen (Abb. 4.6 
D; Abb. 4.7) dar. 
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Abbildung 4.6: Zellverteilung im KM von 17 Tagen alten C57BL/6 Wildtypmäusen im 
FACS 
Diese FACS- Bilder stellen stellvertretend für n = 10 Messungen die Ergebnisse der 
Untersuchung der Zellverteilung im KM von 17 Tage alten C57BL/6 Wildtyp- Mäusen dar. 
Angegeben sind die Messergebnisse in Prozent im MW +/- SD der einzelnen ermittelten 
Populationen. [A] zeigt mit den Markern CD135-PE und CD34-FITC die relative Häufigkeit 
von hämatopoetischen Stammzellen auf. Für CD135+ Zellen konnte nur ein sehr geringer 
Gehalt von ca. 1%, für CD34+ Zellen ca. 2,6% und für CD135+CD34+ Zellen ca. 1%. In [B] 
sind die Fluoreszenzereignisse des TER119, Marker für die erythroide Reihe, und Ly-6G, 
Marker für die granulozytäre Fraktion, aufgezeigt. Dabei stellt sich TER119 mit einer 
Häufigkeit an Fluoreszenzsignalen von ca. 25,6% und Ly-6G von ca. 45,9% dar. In [C] ist 
der Pan-Leukozytenmarker CD45 gegen seinen Isotyp, den Pan- B- Zell- Marker 
CD45R(B220) aufgetragen. Die B- Zellen werden mit einer Häufigkeit von ca. 23,8% 
angegeben. [D], [E], [F] zeigen die Fluoreszenzereignisse des Pan- B- Zell- Markers 
CD45R(B220) gegenüber den Markern für die reifen T-Zellen CD3e-FITC mit ca. 6,58%, den 
Natürlichen Killer- Zellen PAN-NK-FITC mit ca. 2,74% und dem Marker für die Monozyten- 
Makrophagen- Fraktion MAC3-FITC mit ca. 0,77%. Bei einer Autofluoreszenz von ca. 0,5 – 
1,5% ist ein solches Ergebnis für die Population der Monozyten und Makrophagen im KM 
nicht zu verwerten. Ihren Gehalt konnten wir mit unserem Marker- Schema entweder nicht 
detektieren und bestimmen oder aber sie sind im KM eines 17 Tage alten C57BL/6- Maus in 
einem zu geringem Umfang vorhanden.  
Alle Werte spiegeln den ermittelten MW +/- SD von n = 10 Messungen wieder. 
ca. 1% ca. 1% 
A 
ca. 25,6 % 
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Abbildung 4.7: Zellsubpopulationen im KM von 17 Tagen alten C57BL/6 
Wildtypmäusen 
Aufgetragen sind in diesem Balkendiagramm die Werte aus n = 10 Messungen mit den 
Standardabweichungen für die jeweiligen Marker, die spezifisch für die Detektion der  
Population im KM verwendet wurden. Hierbei zeigt sich, dass die drei größten Fraktionen im 
KM einer Wildtypmaus die der erythroiden (25,6%), der granulozytären (45,9%) und der B-
lymphoiden (23,8%) Reihe sind. Der Anteil der Stammzellen und der Makrophagen/ 
Monozyten ist sehr gering. Gerade über CD135 (1%) und MAC3 (0,77%) können wir keine 
genaue Aussage machen, da unter Berücksichtigung der Autofluoreszenz von ca. 0,5 – 
1,5% (Becton Dickinson Immunocytometry Systems 1998) die FACS- Analyse Häufigkeiten 
von Fluoreszenzereignissen erbracht hat, die sich in diesem Bereich der Autofluoreszenz  
bewegt.  
Dargestellt sind MW +/- SD von n = 10 Messungen 
 
4.1.3.2 Zellverteilung in der Milz 
 
Wir stellten uns die Frage, welche Zell- Populationen und in welcher 
Häufigkeit diese in der Milz im Gegensatz zum KM vertreten sind. Um diese 
verschiedenen Zelltypen in der Milz einer 17 Tage alten C57BL/6 
Wildtypmaus darzustellen, verwendeten wir dieselben Fluoreszenzmarker 
wie schon zuvor für die Untersuchung des KMs. Präparation, Zellzählung und 
Aufbereitung der Zellen für die FACS- Messung erfolgten wie schon zuvor 
beim KM nach standardisierten Protokollen (siehe Kap. 3.1.3, 3.2, 3.4.2). 
In den Untersuchungen zeigten sich folgende Ergebnisse: 
CD135 (Abb. 4.8 B), CD34 sowie TER119 und Ly-6G (Abb. 4.8 D) konnten 
nicht bzw. nur unzureichend im FACS dargestellt werden. Die ermittelten 
Häufigkeiten lagen in den Messungen nur geringfügig über 0%. Trotz der 

















CD34  TER119  Ly-6G    B220   CD135  MAC3   PAN-NK CD3e 
 103 
erythroiden Reihe nicht detektiert werden. Dies liegt daran, dass 
Erythrozyten nach Ausschwemmen aus dem KM mit zunehmendem Alter 
dieses Antigen nicht mehr exprimieren. Die B-Zellen, mit dem Pan- B- Zell- 
Marker CD45R(B220) nachgewiesen, stellten sich mit einer relativen 
Häufigkeit von ca. 40,49% dar (Abb. 4.8 A, C). Mittels CD3e konnten wir den 
relativen Gehalt an T-Zellen in der Milz auf ca. 36,82% ermitteln (Abb. 4.8 A). 
Der Anteil der Monozyten/ Makrophagen mit MAC 3 sowie der Natürlichen 
Killer- Zellen mit PAN-NK- Marker wurde mit ca. 13,58% bzw. 6.03% 
bestimmt (Abb. 4.8 B, C). Alle Angaben stellen einen MW +/- SD von n = 10 
Messungen dar. 
 
                    
 
                   
Abbildung 4.8: Zellverteilung in der Milz  von 17 Tage alten C57BL/6 Mäuse im FACS 
Diese Abbildungen zeigen repräsentativ n = 10 FACS- Messungen einer Nativzell- Lösung 
aus der Milz einer 17 Tage alten C57BL/6 Wildtypmaus. In [A] sind die Marker 
CD45R(B220) für die B-Zellen und CD3e für den Nachweis von reifen T-Zellen 
gegeneinander aufgetragen. In den Untersuchungen zeigten sich die B-Lymphozyten mit 
einer relativen Häufigkeit von ca. 40,49% und die T-Lymphozyten mit ca. 36,82%. 
Stammzellen, sowie Vertreter der erythroiden und granulozytären Reihe konnten nicht oder 
nur ungenügend im FACS dargestellt werden [B]; [D]. Die Monozyten/ Makrophagen- 
Fraktion sowie die Natürlichen Killer-Zellen wurden in den Messungen mit einem relativen 
Gehalt von 13,58% bzw. 6,03% ermittelt [B]; [C]. Der Anteil der Lymphozyten und der 
Makrophagen ist im Gegensatz zum KM wesentlich höher. Während dessen Granulozyten 
und TER119 tragende Erythrozyten in der Milz im Vergleich zum KM kaum vertreten sind. 
Alle hier angegebenen Ergebnisse der relativen Fluoreszenzereignisse im FACS 































In der Milz sind demnach die lymphoiden Zellen sowie die Monozyten/ 
Makrophagen im höheren Ausmaß vertreten als im KM. Zudem ist das 
zelluläre Milieu im Vergleich zum KM dahingehend verändert, dass 
Stammzellen/ Vorläuferzellen in der Milz fehlen. In dieser konnte demnach in 
diesen Messungen ein Umfeld aus reifen Zellen ermittelt werden, während im 
KM unreife, heranreifende und reife Zellen vorhanden sind. Die weitere 
molekularbiologische Betrachtung der Expression von NT und NT- 
Rezeptoren soll klären, ob sich zu der Veränderung des zellulären Umfeldes 
auch das Expressionsmuster der NT/ NT- Rezeptoren der B-Zellen ändert. 
   













































Abbildung 4.9: Zellsubpopulationen in der Milz von 17 Tagen alten C57BL/6 
Wildtypmäusen  
In diesem Diagramm sind die detektierbaren Zellpopulationen der Milz eines 17 Tage alten 
C57BL/6 Versuchstieres dargestellt. Die Fraktion der Stammzellen (CD135 und CD34), die 
erythroiden und granulozytären Zellen konnten in den FACS- Messungen nicht oder nur 
unzureichend dargestellt werden. Das zelluläre Milieu in der Milz ist dominiert durch die 
lymphoiden Zellen (B-Zellen mit ca. 40,49%, T-Lymphozyten mit 36,82%; NK-Zellen mit ca. 
6,03%). Ein großer Anteil mit ca. 13,58% nehmen die Monozyten/ Makrophagen in der Milz 
ein. 
Alle diese Angaben entsprechen dem MW +/- SD von n = 10 Messungen aus einer Nativ- 
Zell- Lösung und nach standardisiertem Protokoll behandelt. 
 
 
4.2  Qualitative PCR 
 
4.2.1 Ergebnisse der molekularbiologischen Methodenetablierung 
 
Wie im Kapitel 3.5.1 beschrieben wurden standardmäßig 1 x 107 Zellen aus 
Milz und KM, die vorher nach CD45R(B220) mittels MACS aufgereinigt 
worden sind, und Gehirn für die molekularbiologische Untersuchung der 
















Expression der NTs und NT-Rezeptoren verwendet. Die Zellen aus dem 
Gehirn der C57BL/6 Wildtypmäuse wurden speziell für die Etablierung und 
Standardisierung der molekulargenetischen Methodik hinzu gezogen, da die 
Nerven- und Gliazellen alle bekannten NT sowie deren Rezeptoren in 
ausreichendem, molekular detektierbaren Maße exprimieren (Heumann et al. 
1994; Kaplan et al. 1994).  
Die Methodik der RNA- Extraktion (siehe Kap. 3.5.1) wurde mittels zweier 
Verfahren auf ihren Erfolg hin überprüft. Zum einen mit dem Gene Quant II 
RNA-/ DNA- Kalkulator, einem Photometer, mit dem es möglich ist, den  
Gesamt- RNA- Gehalt einer Probe in µg pro µl zu ermitteln. Zum anderen mit 
der klassischen RNA- Agarosegelelktrophorese (Abb. 4.10), die sich dadurch 
auszeichnet, dass sie wesentlich empfindlicher in der Detektion von RNA ist. 
In dieser Gelelektrophorese müssen sich bei erfolgreicher Gesamt- RNA- 
Extraktion zwei Banden der ribosomalen RNA zeigen. Nach ihrem 
Dichteverhalten werden sie in eine 28S- und 18S- Einheit unterteilt. Aufgrund 
ihres geringen Gehaltes in einer tierischen Zellen zeigt sich für die mRNA 
keine Bande in der Elektrophorese. Der Nachweis der Banden ribosomaler 
RNA gilt daher als ein Zeichen für die erfolgreiche Extraktion der Gesamt- 
RNA aus den B-Zellen der Milz und des KM sowie der Zellen aus dem 
Gehirn (Abb. 4.11).  
 
              
 
Abbildung 4.10: RNA- Auftrennung in der Agarosegelelktrophorese 
Nach erfolgreicher RNA- Extraktion der Gesamt- RNA aus tierischen Zellen (hier: Gehirn) 
müssen sich in dieser Kontrolle 2 charakteristische Banden der ribosomalen RNA (rRNA) 
zeigen. Die Messenger- RNA (mRNA) zeigt aufgrund ihres Gehaltes (1 – 2% der Gesamt- 
RNA) und ihrer Größe in einer Zelle keine charakteristische Bande. Die errechnete 
Produktgröße der Primer (Metabion GmbH; Tab. 4.2) liegt bei ca. 200 – 500 bp. 
 
     
28S (5,0Kbp) 
18S (1,9Kbp) Die errechnete und 
erwartete Produktgröße der 
verwendeten Primer liegt 
bei ca. 200 bis 500 bp. 
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Abbildung 4.11: Ergebnis der RNA- Extraktion aus den B-Zellen von Milz und KM und 
den Zellen des Gehirns von C57BL/6 
Nach der Etablierung und Standardisierung der RNA- Extraktionsmethodik (siehe Kap. 3.5.1) 
zeigten sich für alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen die klassischen zwei Banden der 
ribosomalen RNA. Diese Proben konnten für die weitere molekularbiologische Untersuchung 
verwendet werden. 
 
Mittels des Gene Quant II- RNA/ DNA- Kalkulators konnte der Gesamt- RNA- 
Gehalt einer Probe, die in der RNA- Agarosegelelktrophorese eine 28S- und 
18S- Bande zeigte, bestimmt werden, so dass für den weitergehenden 
Arbeitsschritt der Transkription der gewonnenen RNA in DNA standardmäßig 
0,25 – 0,3 µg RNA (Invitrogene Life Technologies 1999)  verwendet werden 
konnten. In Kap. 3.5.2 ist die Grundlage und die Methodik der Transkription 
aufgezeigt. 
Die Etablierung der PCR- Bedingungen mit den NT- und NT- Rezeptoren- 
Primern erfolgte mit der mRNA aus dem Gehirn der Versuchstiere. Die 
entstandenen Produkte wurden anhand ihrer Größe (bp) im Agarosegel 
überprüft und ausgewertet (Abb. 4.12 und Tab. 4.2) und mit den errechneten 
Produktgrößen (Metabion GmbH 2002; Tab. 4.2) verglichen. 
Ziel dieser Etablierung mit cDNA aus dem Gehirn war es, die geeigneten 
PCR- Bedingungen zu wählen, mit der die Vielzahl der in dieser Arbeit 
verwendeten Primer ein klares PCR- Produkt im Agarosegel ergeben. Die 
Zahl der Primer- Dimere sollte auf ein Minimum reduziert sein. Die 
Bedingungen und die Durchführung der qualitativen PCR, wie sie mit diesen 
Versuchen etabliert und standardisiert wurden, sind im Kap. 3.5.3 (siehe Tab. 
3.4 und Tab. 3.5) dargelegt. 







Sequenz (5´-3´) Produktgröße 
FW CCA ACC GTG AAA AGA TGA CC Beta-Aktin 
RV TTT GAT GTC ACG CAC GAT TT 
299 bp 
FW ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG GABDH 
RV GGA GAC AAC CTG GTC CTC AG 
300 bp 
FW CGT AGT CCC AGC CAG TGT GC trkA 
RV TCA GGG TTG AAC TCA AAA GG 
320 bp 




RV TGG ACT TTG AAA GCA ATC GTT 
399 bp 
FW AAA TCG CAG CAG GTA TGG TC trkB (gp145) 
RV GTT CTG AAG GAG GGT GTG GA 
452 bp 
FW ACC TGA CTG TCC GAG AAG GA trkC  
RV CCT CCC CCT CCT GGT AGT AG 
420 bp 
FW CCA GAG CGA GAC CTC ATA GC p75 
RV GCA GTC TGT GTG TGG GTC TG 
317 bp 
FW GTG TCA GTG TGT GGG TTG GA NGF 
RV GCC TTG ACG AAG GTG TGA GT 
217 bp 
FW AGG ACG CGG ACT TGT ACA CT BDNF 
RV TCA GTT GGC CTT TGG ATA CC 
279 bp 
FW CTG AGT GAC AGC ACC CCT TT NT3 
RV CAG CAC TGT GAC CTG GTG TC 
216 bp 
 
Tabelle 4.2: Primer der qualitativen PCR und deren errechnete Produktgröße 
Diese Angaben stammen von der Metabion GmbH, 82152 Germany.  
 
 
Abbildung 4.12: Etablierung der PCR- Standard - Bedingungen mit cDNA aus Gehirn 
Diese Abbildung repräsentiert die erfolgreiche Etablierung der PCR- Bedingungen für 
mehrere in dieser Arbeit verwendete Primer. Ziel diese Etablierung war es, für die Vielzahl 
der unterschiedlichen Primer der NTs und NT- Rezeptoren die PCR- Bedingung zu finden, 
mit der alle diese Primer ein klares PCR- Produkt ergeben. Anhand der errechneten 
Produktgröße für die einzelnen Primer läßt sich die Qualität der PCR bewerten. Die 100 bp- 
Leiter, die parallel zu den Produkten im Agarosegel aufgetragen ist, beinhaltet Gemische 
spezifischer DNA- Fragmente. Somit ist eine Kontrolle der in der PCR entstandenen 
Produkte möglich. Als interne Kontrolle wurde in dieser PCR Beta-Aktin verwendet. 
Aufgetragen wurden zwei NT- Rezeptoren, der Pan- NT- Rezeptor p75 und TrkB(gp145), 
und zwei NTs, BDNF und NGF. Die mit diesem Versuch etablierten Bedingungen der PCR 
und des PCR- Reaktionsansatzes sind im Kap. 3.5.3.2 (Tab. 3.4 und 3.5) dargelegt. 
Die Bedingungen der Agarosegelelektrophorese waren U = 100 V, I = 150 mA und P = 50 W 





P75 BDNF NGF TrkB 
(gp145) 
299 bp 317 bp 279 bp 217 bp 452 bp 
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4.2.2 NT– und NT– Rezeptor– Expression im Gehirn als Standard 
und Kontrolle 
 
Die Etablierung und Austestung der PCR- Bedingungen mit den Nerven- und 
Gliazellen der Maus ergab, dass das Gehirn die mRNA für alle in dieser 
Arbeit verwendete NTs und NT- Rezeptoren in ausreichendem, 
detektierbaren Maße enthielt (Abb. 4.13) (Heumann et al. 1994; Kaplan et al. 
1994). Die Produkte der PCR- Reaktionen mit den Primern der NT- 
Rezeptoren trkA (320 bp), trkB (gp95) (399bp), trkB (gp145) (452 bp), trkC 
(420 bp), p75 (317 bp) und der NT- Liganden BDNF (279 bp), NT-3 (216 bp) 
und NGF (217 bp) zeigen die erwartete Produktgröße, die für die 
verwendeten Primer errechnet wurde (Metabion GmbH 2002; errechnete 
Größen sind in Klammern angegeben). Beta-Aktin und GAPDH fungieren als 
interne Kontrolle der PCR, die sich in den einzelnen Reaktionen bei einer 
Produktgröße von 299 bp bzw. 300 bp reproduzieren (Abb. 4.13). Die parallel 
zu den einzelnen Reaktionsgemischen verlaufende Non-Rev.-T.-Kontrolle (-
RT) und H20- Probe zeigen keine Verunreinigung der Reaktionsgemische mit 
Fremd- DNA auf.  
Zum einen ließ mit dieser Versuchsanordnung der Nachweis der NT- 
Rezeptoren und NTs im Gehirn von C57BL/6 aus vergangenen 
Experimenten reproduzieren, zum anderen konnten Standards hinsichtlich 
der Bedingungen für die PCR etabliert werden, so dass die Ergebnisse der 
Expression für Gehirn, Milz und KM vergleichbar gemacht werden konnten. 
Eine semiquantitative Auswertung der entstandenen Produkte in der 
qualitativen PCR mittels der Analysesoftware GelScan V5.01, welche die 
Fluoreszenzintensität des in die DNA- Stränge eingelagerten 
Ethidiumbromids in Abhängigkeit der Menge der PCR- Produkte im 
Agarosegel vergleicht, ist in dieser Versuchsanordnung nicht möglich und 
sinnvoll, da die qualitativen PCR- Experimente dieser Arbeit mit der maximal 
zulässigen Zykluszahl von 42 Zyklen durchgeführt wurden (siehe Kap. 
3.5.3.2 und Tab. 3.5) und die entstandenen Produkte sich, in Abhängigkeit 
der verwendeten Primer, in unterschiedlicher Größe replizierten. Eine 
eindeutige Differenzierung der Fluoreszenzsignalstärke der verschiedenen 
PCR- Produkte erbringt somit keine verwertbaren Ergebnisse. Die 
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quantitative Analyse der Expression der NT- Rezeptoren und NTs erfolgt in 
dieser Arbeit mittels LightCycler© (siehe Kap. 4.3). Dieses System ermöglicht 





Abbildung 4.13: PCR der Primer aller NTs und NT- Rezeptoren aus dem Gehirn von 
C57BL/6  
Das abgebildete Agarosegel zeigt, dass die Zellen des Gehirns aus C57BL/6- Wildtypmaus 
alle in dieser Arbeit zur Untersuchung stehenden NT- Rezeptoren und NT- Liganden 
exprimiert bzw. synthetisiert (Heumann et al. 1994; Kaplan et al. 1994). Aufgetragen auf das 
Agarosegel sind die Produkte der PCR- Reaktionen mit den Primern der NT- Rezeptoren 
trkA (320 bp), trkB (gp95) (399bp), trkB (gp145) (452 bp), trkC (420 bp), p75 (317 bp) 
und der NT- Liganden BDNF (279 bp), NT-3 (216 bp) und NGF (217 bp). Beta-Aktin und 
GAPDH als interne Kontrolle der PCR ergeben in der PCR- Reaktion Produkte in den 
erwartenden Größen von 299 bp bzw. 300 bp. Die parallel zu den einzelnen 
Reaktionsgemischen verlaufende Non- Rev.- T.- Kontrolle (-RT) und H20- Probe zeigen 
keine Verunreinigung der Reaktionsgemische mit Fremd- DNA auf. Mittels der 
Reaktionsgemische parallel verlaufenden DNA- Leitern, die DNA- Fragmente spezifischer 
Größe beinhalten, ist eine Ermittlung der Größe der entstandenen Produkte in bp möglich. 
Es zeigen sich die erwarteten Produktgrößen, welche mit den errechneten Größen – in 
Klammern angegeben - übereinstimmen (Metabion GmbH 2002), für die einzelnen in den 
Reaktionen verwendeten Primer (siehe Tab. 4.2). Die Bedingungen der PCR und des PCR- 
Reaktionsansatzes sind im Kap. 3.5.3.2 (Tab. 3.4 und 3.5) dargelegt. Die in diesem Gel 
aufgetragenen Produkte des Substanz-P- Rezeptors und seines natürlichen Liganden 
Hämokinin-1 (HK-1) zeigten in den einzelnen Reaktionen unterschiedliche Produktgrößen; 
ein stabiles Reaktionsprodukt ließ sich nicht eruieren, so dass keine Aussage über 
Substanz-P- Rez. und HK-1 in dieser Arbeit getroffen werden kann. 
Die Bedingungen der Agarosegelelektrophorese waren U = 100 V, I = 150 mA und P = 50 W 
bei einer Laufzeit von 1,5 Std. 
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4.2.3 NT– und NT– Rezeptor– Expression auf B220 positiven  
   B-Zellen im KM 
 
Wir stellten uns die Frage, welche NT- Rezeptoren und welche NTs von 
CD45R positiven B- Zellen im KM exprimiert bzw. synthetisiert werden. Dazu 
extrahierten wir RNA aus mittels MACS nach CD45R(B220) aufgereinigten 
B-Zellen des KM und schrieben diese in cDNA gemäß Kapitel 3.5.2 um. Die 
Bedingungen der qualitativen PCR, welche für die verwendeten Primer mit  
Zellen des Gehirns von 17 Tagen alten C57BL/6 Wildtypmäusen 
standardisiert wurden (Kap. 4.2.2), sind im Kapitel Kap. 3.5.3.2 (Tab. 3.4 und 
3.5) dargestellt.  
Es konnte gezeigt werden, dass in den B-Zellen im KM der verwendeten 
Versuchstiere die mRNA aller NT- Rezeptoren und NTs vorhanden ist (Abb. 
4.14), außer der mRNA des trkB (gp 145) (siehe Kap. 4.2.5). Das 
abgebildete Agarosegel (Abb. 4.14) zeigt die Produkte der PCR- Reaktionen 
– errechnete Produktgrößen in Klammern angegeben - mit den Primern der 
NT- Rezeptoren trkA (320 bp), trkB (gp95) (399bp), trkC (420 bp), p75 (317 
bp) und der NT- Liganden BDNF (279 bp), NT-3 (216 bp) und NGF (217 bp) 
nach einer Laufzeit im elektromagnetischen Feld von 1,5 Std. bei U = 100 V, 
I = 150 mA und P = 50 W. Beta-Aktin und GAPDH als interne Kontrolle der 
PCR- Reaktion lassen sich entsprechend der für dieses Experiment 
verwendeten Primer bei 299bp bzw. 300bp reproduzieren. Eine 
Verunreinigung mit Fremd- DNA der PCR- Proben läßt sich durch die parallel 
zu den einzelnen Reaktionsgemischen verlaufende Non- Rev.- T.- Kontrolle 
(-RT) und H20- Probe ausschließen. Die dem Gel aufgetragene DNA- 
Leitern, bestehend aus 100bp- und 50bp- Fragmenten, lassen eine 
Bestimmung der Größe in bp der entstandenen PCR- Produkten zu. Diese 
aus dem Gel ermittelten und reproduzierbaren Größen entsprechen der in 
Klammern angegebenen errechneten Größen (Metabion GmbH 2002). Der 
NT- Rezeptor trkB (gp 145) ließ sich in wiederholt durchgeführten 
Experimenten nicht darstellen. Eine genauere molekularbiologische 
Untersuchung der Expression des trkB (gp 145) auf CD45R(B220) positiven 
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Abbildung 4.14: PCR der Primer aller NTs und NT- Rezeptoren aus KM  von C57BL/6 
Diese repräsentative Abbildung eines Agarosegels mit den Produkten der qualitativen PCR 
der cDNA, extrahiert aus CD45R(B220) positiven B-Zellen des KMs, zeigt, dass die B- 
Lymphozyten des KMs aus 17 Tagen alten C57BL/6- Wildtypmäusen alle in dieser Arbeit zur 
Untersuchung stehenden NT- Rezeptoren und NT- Liganden exprimiert bzw. synthetisiert mit 
Ausnahme des trkB (gp 145). Dieser ließ sich nicht in den B-Zellen des KMs nachweisen. 
Aufgetragen auf das Agarosegel sind die Produkte der PCR- Reaktionen mit den Primern 
der NT- Rezeptoren trkA (320 bp), trkB (gp95) (399bp), trkC (420 bp), p75 (317 bp) und 
der NT- Liganden BDNF (279 bp), NT-3 (216 bp) und NGF (217 bp). Beta-Aktin und 
GAPDH als interne Kontrolle der PCR ergeben in der PCR- Reaktion Produkte in den 
erwartenden Größen von 299 bp bzw. 300 bp. Die parallel zu den einzelnen 
Reaktionsgemischen verlaufende Non- Rev.- T.- Kontrolle (-RT) und H20- Probe zeigen 
keine Verunreinigung der Reaktionsgemische mit Fremd- DNA auf. Mittels der 
Reaktionsgemische parallel verlaufenden DNA- Leitern, die DNA- Fragmente spezifischer 
Größe beinhalten, ist eine Ermittlung der Größe der entstandenen Produkte in bp möglich. 
Es zeigen sich die erwarteten Produktgrößen für die einzelnen in den Reaktionen 
verwendeten Primer (siehe Tab. 4.2), die mit den errechneten Größen – in Klammern 
angegeben - übereinstimmen (Metabion GmbH 2002). Die Bedingungen der PCR und des 
PCR- Reaktionsansatzes sind im Kap. 3.5.3.2 (Tab. 3.4 und 3.5) dargelegt und entsprechen 
der etablierten Standardbedingungen, die mit den Zellen des Gehirn eruiert wurden. Die in 
diesem Gel aufgetragenen Produkte des Substanz-P- Rezeptors und seines natürlichen 
Liganden Hämokinin-1 (HK-1) zeigten in den einzelnen Reaktionen unterschiedliche 
Produktgrößen; ein stabiles Reaktionsprodukt ließ sich nicht eruieren, so dass keine 
Aussage über Substanz-P- Rez. und HK-1 in dieser Arbeit getroffen werden kann. 
Die Bedingungen der Agarosegelelektrophorese waren U = 100 V, I = 150 mA und P = 50 W 
bei einer Laufzeit von 1,5 Std. 
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4.2.4 NT– und NT– Rezeptor– Expression auf B220 positiven  
   B-Zellen in der Milz 
 
Die folgende molekularbiologische Untersuchung soll klären, ob die mittels 
MACS nach CD45R(B220) gewonnenen B-Zellen aus der Milz sich 
hinsichtlich der Expression und Synthese der NT- Rezeptoren und NTs von 
den aus dem KM extrahierten B-Zellen unterscheiden. Die unter 
standardisierten Bedingungen durchgeführten Experimente zeigen keinen 
qualitativen Unterschied hinsichtlich des Vorhandenseins von mRNA von 
NT- Rezeptoren und NTs in B-Zellen der Milz und des KMs. Auch die B-
Zellen der Milz enthalten die mRNA aller in dieser Arbeit verwendeten NT- 
Rezeptoren und NTs (Abb. 4.15), abgesehen des trkB(gp 145)- Rezeptors, 
der sich in wiederholt durchgeführten molekularbiologischen Versuchen nicht 
darstellen läßt (Kap. 4.2.5). Eine quantitative Analyse mit dem LightCycler®- 
System soll nun klären, ob sich die B-Zellen des KMs und der Milz 
hinsichtlich des mRNA- Gehaltes für die NT- Rezeptoren und der NTs 
unterscheiden (siehe Kap. 4.3). 
Das an dieser Stelle abgebildete Agarosegel (Abb. 4.15) mit einer Laufzeit 
von 1,5 Std. (U = 100 V, I = 150 mA und P = 50 W) zeigt, dass die 
entstandenen Produktgrößen, gemessen an den parallel verlaufenden DNA- 
Leitern mit 50 bp- und 100 bp- Fragmenten, den Größen entsprechen, die für 
die verwendeten Primer in dieser Arbeit errechnet worden waren (Metabion 
GmbH 2002). Damit konnte sich dasselbe Ergebnis erzielen lassen, welches 
sich auch mit den B-Zellen aus dem KM zeigte.  
Aufgetragen auf das Agarosegel sind die Produkte – errechnete Größen in 
Klammern angegeben - der PCR- Reaktionen mit den Primern der NT- 
Rezeptoren trkA (320 bp), trkB (gp95) (399bp), trkC (420 bp), p75 (317 bp) 
und der NT- Liganden BDNF (279 bp), NT-3 (216 bp) und NGF (217 bp). Die 
interne Kontrolle der PCR mittels Beta-Aktin und GAPDH ergeben in der 
PCR- Reaktion Produkte in den erwartenden Größen von 299 bp bzw. 300 
bp. Die parallel zu den einzelnen Reaktionsgemischen verlaufende Non- 
Rev.- T.- Kontrolle (-RT) und H20- Probe zeigen keine Verunreinigung der 







Abbildung 4.15: PCR der Primer aller NTs und NT- Rezeptoren aus der Milz von 
C57BL/6 
Das abgebildete Agarosegel der PCR- Produkte der cDNA aus CD45R(B220) positiven B-
Zellen der Milz von 17 Tage alten C57BL/6- Wildtypmäusen zeigt, dass diese Zellen alle in 
dieser Arbeit zur Untersuchung stehenden NT- Rezeptoren und NT- Liganden exprimiert 
bzw. synthetisiert außer des trkB (gp 145) NT- Rezeptors. Aufgetragen auf das Agarosegel 
sind die Produkte der PCR- Reaktionen mit den Primern der NT- Rezeptoren trkA (320 bp), 
trkB (gp95) (399bp), trkC (420 bp), p75 (317 bp) und der NT- Liganden BDNF (279 bp), 
NT-3 (216 bp) und NGF (217 bp). Beta-Aktin und GAPDH als interne Kontrolle der PCR 
ergeben in der PCR- Reaktion Produkte in den erwartenden Größen von 299 bp bzw. 300 
bp. Die parallel zu den einzelnen Reaktionsgemischen verlaufende Non- Rev.- T.- Kontrolle 
(-RT) und H20- Probe zeigen keine Verunreinigung der Reaktionsgemische mit Fremd- DNA 
auf. Mittels den entstandenen PCR- Produkten parallel verlaufenden DNA- Leitern, die DNA- 
Fragmente spezifischer Größe beinhalten, ist eine Ermittlung der Größe der entstandenen 
Produkte in bp möglich. Es zeigen sich die erwarteten Produktgrößen für die einzelnen in 
den Reaktionen verwendeten Primer (siehe Tab. 4.2), die den errechneten Größen 
entsprechen (Metabion GmbH 2002). Die standardisierten Bedingungen der PCR und des 
PCR- Reaktionsansatzes sind im Kap. 3.5.3.2 (Tab. 3.4 und 3.5) dargelegt. Die in diesem 
Gel aufgetragenen Produkte des Substanz-P- Rezeptors und seines natürlichen Liganden 
Hämokinin-1 (HK-1) zeigten in den einzelnen Reaktionen unterschiedliche und instabile 
Produktgrößen; ein reproduzierbares Reaktionsprodukt ließ sich nicht eruieren, so dass 
keine Aussage über Substanz-P- Rez. und HK-1 in dieser Arbeit getroffen werden kann. 
Die Bedingungen der Agarosegelelektrophorese waren U = 100 V, I = 150 mA und P = 50 W 
bei einer Laufzeit von 1,5 Std. 
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4.2.5  Der TrkB (gp145) wird nicht von B-Zellen exprimiert 
 
In den Kapiteln 4.2.3 und 4.2.4 konnte gezeigt werden, dass CD45R(B220) 
positiven B-Zellen des KMs und der Milz keine mRNA für die Expression des 
trkB(gp 145) enthalten (Abb. 4.14 und 4.15)  im Gegensatz zu den Zellen des 
Gehirns (Abb. 13) von C57BL/6. Zur Verifizierung dieses Ergebnisses führten 
wir einen Versuch durch, in dem wir RNA aus dem Gehirn mit der RNA aus 
den B-Zellen des KM mischten. Das in der nach den etablierten 
Standardbedingungen ablaufenden qualitativen PCR entstandene Produkt, 
welches der errechneten Größe für trkB(gp 145) von 452 bp entsprach (Abb. 
4.16), verglichen wir mit den Produkten der parallel dazu durchgeführten 
Reaktion mit RNA ausschließlich aus B-Zellen der Milz und des KMs. In 
diesen beiden Reaktionen zeigte sich kein Produkt, sondern nur 
Primerdimere (Abb. 4.16).  
        
Abbildung 4.16: Untersuchung der Expression des trkB (gp 145) NT- Rezeptors auf 
CD45R(B220) positiven B-Zellen des KMs und der Milz 
Diese repräsentative Abbildung eines Agarosegels mit den Produkten der qualitativen PCR 
der cDNA, transformiert aus mRNA, welche aus CD45R(B220) positiven B-Zellen des KMs 
und der Milz sowie aus den Zellen des Gehirns von C57BL/6 extrahiert wurde, zeigt, dass 
die Zellen des Gehirns die genetische Information für den trkB(gp 145)- NT- Rezeptors im 
Gegensatz zu den B-Lymphozyten der beiden untersuchten Organkompartimenten enthielt. 
B-Zellen exprimieren demnach nicht diesen NT- Rezeptor. Als interne Kontrolle dieser 
vereinfachten Versuchsanordnung ist das Produkt mit den Primern für Beta-Aktin 
aufgetragen. Bei den beiden weit im elektrischen Feld des Agarosegels gelaufenen 
entstandenen Banden aus der Reaktion mit mRNA ausschließlich aus B-Zellen der Milz und 
des KMs handelt es sich um Primerdimere. Dies sind aneinander gelagerte Primer für den 
trkB(gp 145)- NT- Rezeptors, zwischen denen das in der Gelelektrophorese verwendete 
Ethidiumbromid interkaliert und damit unter UV-Licht sichtbar macht. Beta-Aktin und das 
entstandene Produkt aus dem RNA- Gemisch aus den Zellen des Gehirns und aus B-Zellen 
des KMs entsprechen den errechneten Größen in bp (Metabion GmbH 2002). Die 
Bedingungen der Agarosegelelektrophorese waren U = 100 V, I = 150 mA und P = 50 W bei 
einer Laufzeit von 1,5 Std. 
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Damit ließ sich in dieser vereinfachten Experimentanordnung reproduzieren, 
dass die genetische Information für den trkB(gp 145)- NT- Rezeptor nicht in 
den B-Zellen der beiden Organkompartimenten vorhanden ist. 
 
 
4.3 Quantitative PCR 
 
 
Die Ergebnisse der qualitativen PCR zeigten, dass die CD45R(B220) 
positiven B-Zellen die genetische Information aller in dieser Arbeit 
untersuchten NT- Rezeptoren und deren Liganden exprimierten außer des 
trkB(gp 145)- NT- Rezeptors (Kap. 4.2.3, 4.2.4 und 4.2.5; Abb. 4.14, 4.15 
und 4.16). Diese auf den qualitativen Nachweis hin konzipierten Versuche 
erbrachten, dass sich die B-Zellen aus den beiden untersuchten 
Organkompartimenten hinsichtlich ihrer mRNA für die NT- Rezeptoren und 
NTs nicht unterscheiden. CD45R(B220) positiven B-Zellen des KMs zeigen 
dasselbe Expressionsmuster wie die auf diesen Pan- B- Zell- Marker 
positiven B-Lymphozyten der Milz (Abb. 4.14 und 4.15). Eine 
semiquantitative Analyse der Agarosegele mit ihren PCR- Produkten 
hinsichtlich der Fluoreszenzstärke des eingelagerten Ethidiumbromids mit 
dem Analyseprogramm GelScan V5.01 ist für diese Versuchsanordnung 
nicht ausreichend, da mit 42 Zyklen die maximale Zyklenzahl der PCR 
erreicht ist und eine Differenzierung der Fluoreszenzstärke somit nicht 
möglich ist. Die entstandenen Produkte zeigen zudem durch die 
verwendeten Primer in diesem Versuchsdesign per se verschiedene Größen 
(in bp) (siehe Tabelle 4.2, Kap. 4.2.1). Damit lagern diese unterschiedlich 
stark Ethidiumbromid ein, was zu einer unterschiedlich ausgeprägten 
Fluoreszenzstärke führt. 
Um die Expressionsmuster der B-Zellen aus dem KM mit dem der B-
Lymphozyten aus der Milz zu vergleichen, bedienten wir uns der Methodik 
der quantitativen PCR mittels LightCycler® (siehe Kap. 3.5.5.1 und 3.5.5.2). 
Mit dieser Versuchsanordnung soll die Frage nach Unterschieden hinsichtlich 
des Gehaltes an genetischer Information für die NT- Rezeptoren und NTs  in 




4.3.1 NT– und NT– Rezeptor– Expression im Gehirn als Standard 
und Kontrolle 
 
Mit den Zellen des ZNS von C57BL/6 Versuchstieren wurde die Methodik der 
quantitativen Methodik (siehe Kap. 3.5.5.1 und 3.5.5.2) mittels LightCycler® 
etabliert und standardisiert, da diese Zellen die gesuchte Information für die 
NT- Rezeptoren und NTs beinhalten (Heumann et al. 1994; Kaplan et al. 
1994). Diese Methodik benötigte aber ein gänzlich anderes Primerdesign 
(Tab. 2.12), da die Primer, die in der qualitativen PCR Verwendung fanden, 
für die quantitative PCR zu große Produkte lieferte. Die verwendeten Primer 
der quantitativen PCR amplifizieren ein kleineres Produkt, welches zwischen 
100 und 150 bp Länge liegt (Qiagen QuantiTect™ SYBR® Green PCR 
Handbook 2002).  
Je größer der Gehalt an mRNA für das jeweilige gesuchte Target ist, desto 
weniger Zyklen werden benötigt, bis ein im LightCycler® messbarer Anstieg 
der Fluoreszenz vorliegt. Der Zyklus, in dem dieser Schwellenwert der 
Fluoreszenzmessung erreicht wird, wird Schwellenzyklus (CT) genannt (Kap. 
3.5.5.1). Als Vergleich dient der Schwellenzyklus des Beta-Aktins, dessen 
mRNA in jeder Zelle vorliegt. Vergleicht man die CTs der verschiedenen 
amplifizierten Produkte mit dem CT von Beta-Aktin (CTB-A), so können die 
Differenzen eine Aussage darüber machen, für welches gesuchte Produkt 
mehr genetische Information vorliegt (Kap. 3.5.5.1). Die parallel dazu 
verlaufende Non- Rev.- T- Kontrolle (-RT) gibt einen Aufschluß darüber, ob 
eine Kontamination mit Fremd- DNA vorliegt und somit die Ergebnisse 
verwertbar sind oder nicht.  
Die Zellen des ZNS exprimieren alle in dieser Arbeit untersuchten NT- 
Rezeptoren und NTs (Abb. 4.17 und 4.18; dargestellt sind zur 
Übersichtlichkeit nur die NTs und NT- Rezeptoren, deren Expression bei der 
Untersuchung der B-Zellen Differenzen aufwiesen. Die Untersuchungen der 
anderen NTs und –Rezeptoren erbrachten keine brauchbaren Informationen 
bei der Untersuchung der B-Zellen).   
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Im Vergleich der einzelnen Schwellenzyklen der NTs und NT-Rezeptoren zu 
dem Schwellenzyklus des Beta-Aktins (CTB-A) in den Zellen des ZNS läßt 
sich Reihenfolge abnehmender Expression für die untersuchten NTs und NT- 
Rezeptoren konstatieren (Tab. 4.3):  
 
Target CT Δ  CTB-A – CT… 
Beta-Aktin (CTB-A) 22,10 - 
trkC (CTtrkC) 26,27 4,17 
trkB(gp 95) (CTtrkB) 27,93 5,83 
BDNF (CTBDNF) 30,58 8,48 
NT-3 (CtNT-3) 31,54 9,44 
NGF (CTNGF) 36,65 14,55 
 
Tabelle 4.3: Differenz der Schwellenzyklen der NTs und NT- Rezeptoren aus dem 
Gehirn von C57BL/6 mit dem CT des Beta-Aktin. 
Je größer der Gehalt der mRNA für die jeweiligen untersuchten NTs und NT- Rezeptoren, 
desto früher kommt es zu einem messbaren Anstieg der Fluoreszenz in der quantitativen 
PCR- Reaktion. Der Zyklus, an dem diese Schwelle erreicht wird, nennt man 
Schwellenzyklus CT. Vergleicht man die Schwellenzyklen der jeweiligen Produkte mit dem 
CT des Beta-Aktins (CTB-A), was als interne Kontrolle der PCR dient, so können die 
Differenzen eine Aussage darüber machen, für welche Produkte mehr genetische 
Information vorliegt. D.h. um so kleiner die Differenz zwischen dem CT des Beta-Aktins und 
des Schwellenzyklus des gesuchten Neurotrophins ist, desto mehr genetische Information 
für das jeweilige NT bzw. NT- Rezeptor ist in der Zelle vorhanden, da mit steigender Menge 
an mRNA in der Zelle die Fluoreszenzintensität früher ansteigt und der Schwellenzyklus 
früher erreicht wird. Je größer die Differenz zwischen dem CTB-A und dem CT des gesuchten 
NT bzw. NT- Rezeptor, desto weniger genetische Information ist für das gesuchte Target in 
der Zelle vorhanden. In dieser Tabelle sind die Ergebnisse der quantitativen PCR für BDNF, 
NGF, NT-3, trkC und trkB(gp 95) mit ihren jeweiligen Schwellenzyklen dargestellt. Die 
Ergebnisse der anderen NTs und NT- Rezeptoren sind nicht dargestellt, da diese bei den 
Versuchen mit den B-Zellen keine brauchbaren Informationen lieferten. Vergleicht man die 
Differenzen zwischen dem CT des Beta-Aktins und des jeweiligen Targets, so läßt sich eine 
Reihenfolge mit abnehmender Häufigkeit für die jeweiligen Produkte aufzeigen: trkC > 
trkB(gp 95) > BDNF > NT-3 > NGF (Abb. 4.17 und Abb. 4.18). 
 
 
trkC > trkB(gp 95) > BDNF > NT-3 > NGF 
 
Die Untersuchung der Schmelzkurven für die jeweiligen Produkte läßt sich 
die Spezifität der Amplifikation überprüfen (Abb. 4.18). Die Schmelzkurven 
für die untersuchten Produkte aus den Zellen des Gehirns zeigen, dass sich 
keine Primerdimere bei niedrigerer Temperatur gebildet haben (Abb. 4.18; 
siehe Kap. 3.5.5.1 und Abb. 3.16) und die entstandenen Produkte für die 







Abbildung 4.17: Standardisierung und Etablierung der Methodik der quantitativen 
PCR mittels LightCycler® mit den Zellen aus dem Gehirn von C57BL/6- Wildtypmäusen 
Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse der quantitativen PCR mit den Zellen des Gehirns aus 
C57BL/6. Dargestellt ist der Anstieg der Fluoreszenz in Bezug zum jeweiligen Zyklus der 
PCR. Dieser Anstieg ist abhängig von dem jeweiligen Gehalt an genetischer Information für 
den untersuchten NT- Rezeptor bzw. das untersuchte Neurotrophin. Aus der Baseline, in der 
Regel vom dritten bis zum 15. Zyklus, kommt es zu keinem detektierbaren Anstieg der 
Fluoreszenz. Je nach Gehalt an mRNA für das untersuchte Target steigt die Fluoreszenz an, 
d.h., dass es kommt zu einem detektierbaren Anstieg an PCR- Produkten (siehe Kap. 
3.5.5.1 und Abb. 3.14). Der Zyklus, in dem es zu einem messbaren Anstieg der Fluoreszenz 
kommt, nennt man Schwellenzyklus (CT) (hier aus Gründen der Übersicht nicht dargestellt). 
Je früher die detektierbare Fluoreszenz ansteigt, desto mehr mRNA für das gesuchte 
Produkt ist vorhanden, d.h. desto früher ist der Schwellenzyklus erreicht. Im Vergleich mit 
einem internen Standard – hier Beta-Aktin – kann man eine Aussage darüber treffen, für 
welches Produkt mehr genetische Information vorliegt. In der vorliegenden Abbildung sind 
die NT- Rezeptoren trkC und trkB(gp 95) und die NTs NGF, NT-3 und BDNF dargestellt. Die 
anderen Rezeptoren und Liganden sind aus Gründen der Übersicht nicht dargestellt, da 
diese in der Untersuchung der B-Zellen keine brauchbaren Ergebnisse lieferten.  
Die erreichten Schwellenzyklen werden mit dem Schwellenzyklus des Beta-Aktins 
verglichen. Die Differenzen (Δ  CTB-A – CT…) geben einen Aufschluß darüber, für welchen 
Rezeptor oder welchen Liganden mehr mRNA vorliegt (Tab. 4.3). Je kleiner die errechnete 
Differenz, desto früher steigt die Fluoreszenzintensität an und desto früher wird der 
Schwellenzyklus CT erreicht. Aus diesem hier dargestellten Versuch ergibt sich folgende 
Reihenfolge abnehmender Häufigkeit: trkC > trkB(gp 95) > BDNF > NT-3 > NGF.  










Abbildung 4.18: Schmelzkurve der PCR- Produkte aus dem Versuch der 
Standardisierung und Etablierung der quantitativen PCR mit Zellen des Gehirns 
In dieser Abbildung sind die Schmelzkurven der untersuchten Produkte dargestellt. Es 
zeigen sich hier keine Primerdimere bei niedrigeren Temperaturen. Um die Spezifität der 
amplifizierten Produkte der kinetischen PCR zu überprüfen, wurde in dieser Arbeit die 
Schmelzkurven- Analyse (Abb. 3.16 in Kap. 3.5.5.1) angewandt. Dabei wird die Temperatur 
langsam von ca. 60°C bis auf die Schmelztemperatur Tm (95°C) erhöht. Bei niedrigen 
Temperaturen liegen alle PCR- Produkte als Doppelstrang vor. In diesem Stadium ist 
SYBR® Green I gebunden und die Fluoreszenzintensität hoch. Während der Denaturierung 
der PCR- Produkte lösen sich die Doppelstränge in Einzelstränge, was zu einem langsamen 
Nachlassen der Fluoreszenzintensität führt, da sich auch der Fluoreszenzfarbstoff aus der 
Bindung löst. Ist die Schmelztemperatur der entstandenen PCR- Produkte, spezifische wie 
nicht spezifische, erreicht, nimmt die detektierte Fluoreszenzintensität sehr schnell ab, da die 
Moleküle bei ihrer Tm schneller denaturieren. Diese schnelle Abnahme wird vom Computer 
in der ersten mathematischen Ableitung (-dF/dT) berechnet und als ein Gipfel dargestellt 
(Abb. 3.16). Die Schmelztemperatur der spezifischen Produkte liegt höher als die der nicht 
spezifischen Produkte, da diese kleiner sind und sich schon bei niedrigen Temperaturen in 
Einzelstränge aufteilen. Dies wird durch einen eventuellen Anstieg der Fluoreszenz bei 
niedrigen Temperaturen angezeigt. In dieser hier vorliegenden Abbildung ist ersichtlich, dass 
keine unspezifischen Produkte wie Primerdimere vorliegen. Die Produkte für NGF haben 
einen höheren Schmelzpunkt als die übrigen PCR- Produkte. Diese 
Schmelzkurvendarstellung mit den Zellen aus dem Gehirn dient als Standard für die 
weiteren Versuche mit den B-Zellen aus dem KM und der Milz, um die Spezifität der 
entstehenden PCR- Produkte zu überprüfen. Die Amplifikationsprodukte der Primer für NGF 
haben im Unterschied zu den anderen PCR- Produkten eine höhere Schmelztemperatur. 




4.3.2 Neurotrophin- Expression der B-Zellen von KM und der Milz 
 
In den weiteren Versuchen untersuchten wir die Frage, ob sich die in der 
qualitativen PCR nachgewiesenen NTs und NT- Rezeptoren in den B-Zellen 
aus den beiden Kompartimenten hinsichtlich ihrer Quantität unterscheiden. 
Als Vergleich und interner Standard dient auch hier Beta-Aktin. Der 
Schwellenzyklus von Beta-Aktin (CTB.-A.) von den B-Zellen des KMs und der 
Milz ist in den Versuchen identisch ( Abb. 4.19, 4.20 und 4.21, Tab. 4,4), d.h., 
dass die B-Lymphozyten aus dem KM und der Milz die gleiche Menge an 
mRNA für Beta-Aktin enthalten, so dass ein direkter Vergleich der NT- 
Expression der B-Zellen - unter Berücksichtigung der Expression von Beta-
Aktin - aus den unterschiedlichen lymphatischen Organen (Milz und KM) 
untereinander möglich ist.  
Die quantitative Untersuchung der genetischen Information für die 
Neurotrophine in den B-Zellen aus der Milz und des KMs zeigte erbrachte für 
BDNF, NT-3 und NGF folgende Ergebnisse: 
 
1. Analog zu den Ergebnissen aus den Zellen des Gehirns von C57BL/6 läßt 
sich im Vergleich zum dem CT des Beta-Aktins und des jeweiligen Targets 
eine Reihenfolge mit abnehmender Häufigkeit für die jeweiligen 
Neurotrophine der einzelnen Organe aufzeigen.  
Für die B-Zellen der Milz läßt sich folgende Reihenfolge abnehmender 
Häufigkeit konstatieren: 
 
   NT-3 > NGF > BDNF   (siehe Tab. 4.4) 
 
Für die B-Lymphozyten aus dem KM: 
 
   NT-3 > BDNF > NGF   (siehe Tab. 4.4) 
 
(Daten aus den Untersuchungen der anderen Neurotrophine nicht gezeigt, 
da diese keine verwertbaren Ergebnisse lieferten.) 
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2. Unterschiede zwischen den CD45R(B220) positiven Zellen aus der Milz 
und dem KM bestehen auch im Gehalt an mRNA für die einzelnen NTs und 
somit im Anstieg der detektierten Fluoreszenzintensität und des 
Schwellenzyklus. (Tab. 4.4; Abb. 4.19, 4.20, 4.21). Die Differenz (Δ) zu dem 
CT des Beta-Aktins, welches für die B-Zellen des KMs und der Milz gleich ist, 
zeigt diese Unterschiede auf. Wird der Schwellenzyklus für ein bestimmtes 
NT erst spät erreicht – sind also mehrere Zyklen notwendig bis es zu einem 
detektierbaren Fluoreszenzanstieg kommt -, ist die Differenz (Δ CTB-A – 
CT…) größer, als wenn der Schwellenzyklus früher erreicht wird.  
Je größer diese Differenz, desto weniger genetische Information für das 
betreffende NT liegt in der B-Zelle vor.  
Vergleicht man diese Differenzen (Δ CTB-A – CT…) für ein bestimmtes NT 
aus den B-Lymphozyten des KMs mit denen der Milz, so läßt sich eine 
Aussage darüber treffen, ob die CD45R(B220) positiven Zellen aus der Milz 
oder aus dem KM mehr mRNA für dieses NT enthalten. 
 
 




BDNF (Milz) 51,00 33,76 
BDNF (KM) 39,04 21,8 
NT-3 (Milz) 37,00 19,76 
NT-3 (KM) 38,06 20,82 
NGF (Milz) 38,30 21,06 
NGF (KM) 40,16 22,92 
 
Tabelle 4.4: Vergleich der Schwellenzyklen zwischen Beta-Aktin und BDNF, NT-3 
sowie NGF für die B-Zellen aus dem KM und der Milz 
In dieser Tabelle sind die Schwellenzyklen CT – Zyklen, bei denen ein eindeutiger Anstieg 
der Fluoreszenz zu messen sind – für die einzelnen untersuchten NTs BDNF, NGF und NT-
3 dargestellt. Als Vergleich dient hier Beta-Aktin, welches in den B-Zellen der Milz und des 
KMs den gleichen CT aufweist. Dies hat den Vorteil, dass man die Expression der NTs der 
B-Lymphozyten aus den beiden Kompartimenten direkt miteinander vergleichen kann (Δ 
CTB-A – CT…). So ist es möglich auch geringe Unterschiede zwischen den B-Zellen aus Milz 
und KM darzustellen. Anhand der errechneten Differenzen zum CT des Beta-Aktins zeigt 
sich, dass die Zellen der CD45R(B220) positiven B-Zellen aus dem KM mehr genetische 
Information für BDNF enthalten als die B-Lymphozyten der Milz (Abb. 4.19), da der 
Schwellenzyklus für BDNF aus den Zellen des KMs früher erreicht wird – also eine geringere 
Differenz zum Schwellenzyklus des Beta-Aktins besteht (21,8 [KM] zu 33,76 [Milz]). Die B-
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Lymphozyten der Milz enthalten jedoch mehr mRNA für die Neurotrophine NGF (21,06 [Milz] 
zu 22,92 [KM]) und NT-3 (19,76 [Milz] zu 20,82[KM]) als die B-Zellen des KMs (Abb. 4.20 
und 4.21). Für die B-Zellen der Milz läßt sich folgende Reihenfolge abnehmender Häufigkeit 
konstatieren: NT-3 > NGF > BDNF (19,76 zu 21,06 zu 33,76). Für die B-Lymphozyten aus 
dem KM: NT-3 > BDNF > NGF (20,82 zu 21,8 zu 22,92). 
 
 
Für die Neurotrophine BDNF, NGF und NT-3 können hinsichtlich der 
quantitativen Untersuchung der B-Zellen der Milz im Vergleich mit denen des 
KMs folgende Aussagen getroffen werden: 
 
A. B-Zellen des KMs zeigen eine höhere Expression für das NT BDNF als 
die CD45R(B220) positiven Zellen der Milz (Abb. 4.19; Tab. 4.4 und 4.5), da 
der Schwellenzyklus für BDNF aus den Zellen des KM früher erreicht wird 
und damit die errechnete Differenz zu dem CT des Beta-Aktins (Δ CTB-A – 
CT…) kleiner ist (21,8 [KM] zu 33,76 [Milz]). Es sind also weniger Zyklen 
notwendig, um einen detektierbaren Fluoreszenzanstieg zu erreichen. 
 
B. Bei der quantitativen Untersuchung der B-Lymphozyten aus der Milz wird 
für die NTs NGF und NT-3 der Schwellenzyklus früher erreicht als für die B-
Zellen aus dem KM. D.h., dass diese mehr mRNA für NGF (21,06 [Milz] zu 
22,92 [KM]) und NT-3 (19,76 [Milz] zu 20,82 [KM]) besitzen als die 
untersuchten Zellen aus dem KM (Abb. 4.20 und 4.21; Tab. 4.4 und 4.5). 
 
Target Δ  CTB-A – CTKM Δ  CTB-A – 
CT(Milz) 
Δ  [ ΔCTB-A – CTKM] – 
[ΔCTB-A – CTMilz] 
BDNF 21,8 33,76 11,96 
NGF 22,92 21,06 1,86 
NT-3 20,82 19,76 1,06 
 
Tabelle 4.5: Ergebnisse der quantitativen Untersuchung der NTs für die 
CD45R(B220) positiven Zellen aus dem KM und der Milz im Vergleich 
Die Tabelle zeigt, dass es Unterschiede in dem genetischen Gehalt für die NTs BDNF, NGF 
und NT-3 für die B-Zellen des KMs und der Milz gibt. Als interner Standard wurde der 
ermittelte Schwellenzyklus für Beta-Aktin verwendet, der für die B-Zellen der beiden 
untersuchten Kompartimenten gleich ist. Die ermittelten Differenzen für die B-Lymphozyten 
der Milz und des KMs wurden miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass die 
CD45R(B220) positiven Zellen des KMs mehr genetische Information für BDNF enthalten als 
die der Milz (Abb. 4.19; Tab. 4.4). Umgekehrt enthalten die B-Zellen der Milz mehr mRNA für 
NGF und NT-3 als die des KMs (Abb. 4.20, 4.21; Tab. 4.4). Die Differenz Δ [ ΔCTB-A – 
CTKM] – [ΔCTB-A – CTMilz] zeigt die Anzahl der Zyklen auf, worin sich die B-Zellen der Milz 




    
 
Abbildung 4.19: Quantitative Darstellung der BDNF- Expression der B-Zellen des KMs 
und der Milz 
In dieser Abbildung ist der Anstieg der Fluoreszenz gegenüber der Zyklenzahl mit den 
Primern für BDNF mit den B-Zellen aus dem KM und der Milz aufgetragen. Es zeigt sich ein 
deutlicher Unterschied des Zeitpunktes des Anstieges der Fluoreszenz. Dargestellt ist der 
Anstieg der Fluoreszenz in Bezug zum jeweiligen Zyklus der PCR. Dieser Anstieg ist 
abhängig von dem jeweiligen Gehalt an genetischer Information für den untersuchten NT- 
Rezeptor bzw. das untersuchte Neurotrophin. Aus der Baseline, in der Regel vom dritten bis 
zum 15. Zyklus (Kap. 3.5.5.1; Abb. 3.14), kommt es zu keinem detektierbaren Anstieg der 
Fluoreszenz. Je nach Gehalt an mRNA für das untersuchte Target steigt die Fluoreszenz an, 
d.h., dass es kommt zu einem detektierbaren Anstieg an PCR- Produkten (siehe Kap. 
3.5.5.1 und Abb. 3.14). Der Zyklus, in dem es zu einem messbaren Anstieg der Fluoreszenz 
kommt, nennt man Schwellenzyklus (CT) (hier aus Gründen der Übersicht nicht dargestellt). 
Je früher die detektierbare Fluoreszenz ansteigt, desto mehr mRNA für das gesuchte 
Produkt ist vorhanden, d.h. desto früher ist der Schwellenzyklus erreicht. Im Vergleich mit 
einem internen Standard – hier Beta-Aktin – kann man eine Aussage darüber treffen, für 
welches Produkt mehr genetische Information in der B-Zelle des jeweiligen 
Organkompartimentes vorliegt (Tab. 4.4 und 4.5). 
B-Zellen des KMs enthalten mehr genetische Information für das NT BDNF als die 
CD45R(B220) positiven Zellen der Milz, da der Schwellenzyklus für BDNF aus den Zellen 
des KM früher erreicht wird und damit die errechnete Differenz zu dem CT des Beta-Aktins (Δ 
CTB-A – CT…) kleiner ist (21,8 [KM] zu 33,76 [Milz]) (Tab. 4.4 und 4.5, Kap. 4.3.2 Ergebnis 
A). 
PCR-Standards entsprechen den Bedingungen, die im Kap. 3.5.5.2 dargelegt sind. 
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Abbildung 4.20: Quantitative Darstellung der NT-3- Expression der B-Zellen des KMs 
und der Milz 
(Grundlagen dieser Darstellung siehe bitte Abb. 4.19 und Kap. 3.5.5.1 und Abb. 3.14) 
Bei der quantitativen Untersuchung der B-Lymphozyten aus der Milz wird für das NT NT-3 
der Schwellenzyklus früher erreicht als für die B-Zellen aus dem KM. D.h., dass diese mehr 
mRNA für NT-3 (19,76 [Milz] zu 20,82[KM]) besitzen als die untersuchten Zellen aus dem 
KM (Tab. 4.4 und 4.5; Kap. 4.3.2 Ergebnis B). 
PCR-Standards entsprechen den Bedingungen, die im Kap. 3.5.5.2 dargelegt sind. 
 
      
 
Abbildung 4.21: Quantitative Darstellung der NGF- Expression der B-Zellen des KMs 
und der Milz 
(Grundlagen dieser Darstellung siehe bitte Abb. 4.19 und Kap. 3.5.5.1 und Abb. 3.14) 
Bei der quantitativen Untersuchung der B-Lymphozyten aus der Milz wird für das NT NGF 
der Schwellenzyklus früher erreicht als für die B-Zellen aus dem KM. D.h., dass diese mehr 
mRNA für NGF (21,06 [Milz] zu 22,92 [KM]) und besitzen als die untersuchten Zellen aus 
dem KM (Tab. 4.4 und 4.5; Kap. 4.3.2 Ergebnis B). 











Abbildung 4.22: Schmelzkurvendarstellung der Neurotrophine BDNF, NT-3 und NGF 
aus den B-Zellen der Milz und aus dem KM 
In dieser Abbildung sind die Schmelzkurven der untersuchten Produkte dargestellt. Es 
zeigen sich hier keine Primerdimere bei niedrigeren Temperaturen. (Für die genaue 
Beschreibung der Grundlagen dieser Abbildungsart siehe bitte Abb. 4.18, Kap. 3.5.5.1 und 
Abb. 3.16)  
Die Produkte für NGF haben einen höheren Schmelzpunkt als die übrigen PCR- Produkte, 
ihre Schmelztemperatur liegt höher als die der Produkte für die Primer der anderen NTs 
(BDNF und NT-3). Diese Schmelzkurvendarstellung zeigt, dass während des 
Amplifikationvorganges keine unspezifischen Produkte mit niedriger Schmelztemperatur 
entstanden sind. Der Gipfel der ersten Ableitung der Schmelzkurvenanalyse der Produkte 
aus der quantitativen PCR für BDNF aus den B-Zellen der Milz ist gering ausgeprägt, da sich 
nur erheblich weniger Amplifikationsprodukte gebildet haben aufgrund geringerer 
genetischer Information als bei den B-Lymphozyten des KMs. Die Amplifikationsprodukte der 
Primer für NGF haben eine höhere Schmelztemperatur als die anderen PCR-Produkte. Dies 
wurde schon in den Standardisierungsversuchen mit Zellen des Gehirns für C57BL/6 




4.3.3 Neurotrophin- Rezeptor- Expression der B-Zellen von KM und 
der Milz 
 
Hinsichtlich der Expressionsanalyse der NT- Rezeptoren der B-Zellen im KM 
und in der Milz gingen wir analog der Untersuchung der NTs vor. 
Die quantitative Untersuchung der genetischen Information für die 
Neurotrophin- Rezeptoren erbrachte für trkB(gp 95) und trkC folgende 
Ergebnisse: 
 
1. Analog zu den Ergebnissen der NT- Analyse läßt sich im Vergleich zum 
dem CT des Beta-Aktins und des jeweiligen Targets eine Reihenfolge mit 
abnehmender Häufigkeit für die jeweiligen Neurotrophin- Rezeptoren und 
Organ aufzeigen.  
Für die B-Zellen läßt sich folgende Reihenfolge abnehmender Häufigkeit 
konstatieren, die für die B-Lymphozyten aus der Milz und des KMs gleich ist: 
 
   trkC > trkB(gp 95)   (siehe Tab. 4.6) 
 
(Der zudem untersuchte NT- Rezeptor trkB(gp 145) ließ sich nur im Gehirn, 
jedoch nicht in den B-Zellen aus KM und Milz nachweisen [siehe Kap.4.2.5]) 
 
2. Unterschiede der NT- Rezeptor- Expression zwischen den B-Lymphozyten 
der Milz und des KMs bestehen im Gehalt an mRNA für die einzelnen NT- 
Rezeptoren und somit im Anstieg der detektierten Fluoreszenzintensität und 
des Schwellenzyklus. (Tab. 4.6; Abb. 4.23, 4.24). Dabei ist zu bemerken, 
dass der Unterschied in der quantitativen PCR für trkC fast einen Zyklus 
entspricht (21,81 [Milz] zu 21,05 [KM]), während für trkB(gp 95) der 
unterschied nur sehr gering ist (25,55 [Milz] zu 25,85 [KM]). 
 
Es lassen sich somit folgende Ergebnisse formulieren: 
 
A. Die B-Zellen des KMs enthalten mehr genetische Information für den NT- 
Rezeptor trkC als die der Milz, da weniger Zyklen benötigt werden, um eine 
detektierbare Fluoreszenzintensität (den Schwellenzyklus CT…) zu 
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erreichen. Die Differenz Δ CTB-A – CT… ist somit kleiner (21,81 [Milz] zu 
21,05 [KM]) (siehe Tab. 4.6, 4.7 und Abb. 4.24). 
 
B. Die B-Lymphozyten aus der Milz enthalten nur geringfügig mehr mRNA für 
den NT- Rezeptor trkB(gp 95) als die Zellen des KMs (25,55 [Milz] zu 25,85 
[KM]) (siehe Tab. 4.6, Abb. 4.23). Der detektierte Unterschied ist hier nur 
sehr gering. Eine eindeutige Differenz von einem Zyklus oder mehr ließ sich 
in wiederholten Versuchen nicht aufzeigen (Tab. 4.7).  
 
 




trkC (Milz) 39,05 21,81 
trkC (KM) 38,74 21,05 
trkB(gp 95) (Milz) 42,79 25,55 
trkB(gp 95) (KM) 43,09 25,85 
 
Tabelle 4.6: Vergleich der Schwellenzyklen zwischen Beta-Aktin und trkC und trkB(gp 
95) für die B-Zellen aus dem KM und der Milz 
In dieser Tabelle sind die Schwellenzyklen CT für die einzelnen untersuchten NT- 
Rezeptoren trkB(gp 95) und trkC dargestellt. Als Vergleich dient hier Beta-Aktin, welches in 
den B-Zellen der Milz und des KMs den gleichen CT aufweist. Dies hat den Vorteil, dass man 
die Expression der NTs der B-Lymphozyten aus den beiden Kompartimenten direkt 
miteinander vergleichen kann (Δ CTB-A – CT…). Geringe Unterschiede in der Expression der 
NT- Rezeptoren zwischen den CD45R(B220) positiven Zellen der Milz und des KMs können 
somit dargestellt werden Die B-Zellen des KMs enthalten mehr genetische Information für 
den NT- Rezeptor trkC als die der Milz, da weniger Zyklen benötigt werden, um eine 
detektierbare Fluoreszenzintensität (den Schwellenzyklus CT…) zu erreichen. Die Differenz 
Δ CTB-A – CT… ist somit kleiner (21,81 [Milz] zu 21,05 [KM]) (siehe Abb. 4.24). Die B-
Lymphozyten aus der Milz enthalten nur geringfügig mehr mRNA für den NT- Rezeptor 
trkB(gp 95) als die Zellen des KMs (25,55 [Milz] zu 25,85 [KM]) (siehe Abb. 4.23). Der 
detektierte Unterschied ist hier nur sehr gering. Eine eindeutige Differenz von einem Zyklus 
oder mehr ließ sich in wiederholten Versuchen nicht aufzeigen (Tab. 4.7).  
Für die B-Zellen läßt sich folgende Reihenfolge abnehmender Häufigkeit konstatieren, die für 
die B-Lymphozyten aus der Milz und des KMs gleich ist: trkC > trkB(gp 95) (21,81 [trkC 





Target Δ  CTB-A – CTKM Δ  CTB-A – CT(Milz) Δ  [ ΔCTB-A – CTKM] – 
[ΔCTB-A – CTMilz] 
trkB(gp 95) 25,85 25,55 0,3 
trkC 21,05 21,81 0,76 
 
Tabelle 4.7: Ergebnisse der quantitativen Untersuchung der NT- Rezeptoren für die 
CD45R(B220) positiven Zellen aus dem KM und der Milz im Vergleich 
In dieser Tabelle wurden die ermittelten Differenzen (im Vergleich zum CT des Beta-Aktins) 
für die B-Lymphozyten der Milz und des KMs miteinander verglichen. Der Unterschied im 
genetischen Gehalt für den NT- Rezeptor trkC beträgt 0,76, also fast einen gesamten 
Zyklus. Die ermittelte Differenz hinsichtlich des Gehaltes an mRNA für den trkB(gp 95)- 






Abbildung 4.23: Quantitative Darstellung der trkB(gp 95)- Expression der B-Zellen des 
KMs und der Milz 
(Grundlagen dieser Darstellung siehe bitte Abb. 4.19 und Kap. 3.5.5.1 und Abb. 3.14) 
Bei der quantitativen Untersuchung der B-Lymphozyten aus der Milz wird für das NT- 
Rezeptor trkB(gp 95) der Schwellenzyklus früher erreicht als für die B-Zellen aus dem KM. 
D.h., dass diese mehr mRNA für trkB(gp 95) (25,55 [Milz] zu 25,85 [KM]) und besitzen als 
die untersuchten Zellen aus dem KM (Tab. 4.6 und 4.7; Kap. 4.3.3 Ergebnis B). Dieser 
Unterschied ist aber nur äußerst gering. 






Abbildung 4.24: Quantitative Darstellung der trkC- Expression der B-Zellen des KMs 
und der Milz 
B-Zellen des KMs enthalten mehr genetische Information für das NT- Rezeptor trkC als die 
CD45R(B220) positiven Zellen der Milz, da der Schwellenzyklus für BDNF aus den Zellen 
des KM früher erreicht wird und damit die errechnete Differenz zu dem CT des Beta-Aktins (Δ 
CTB-A – CT…) kleiner ist (21,05 [KM] zu 21,81 [Milz]) (Tab. 4.6 und 4.7, Kap. 4.3.3 Ergebnis 
A). 





Abbildung 4.25: Schmelzkurvendarstellung der NT- Rezeptoren trkC und trkB(gp 95) 
aus den B-Zellen der Milz und des KMs 
In dieser Abbildung sind die Schmelzkurven der untersuchten Produkte dargestellt. Es 
zeigen sich hier keine Primerdimere bei niedrigeren Temperaturen. (Für die genaue 




4.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
1. Die durchflußzytometrische Analyse des KM ergab, dass sich die B-
Zellen in einem Milieu aus erythroiden und granulozytären 
Vorläuferzellen sowie pluripotenten Stammzellen befinden. 
2. In der Milz ergaben die durchflußzytometrischen Untersuchungen eine 
dominierende Repräsentanz der lymphoiden Reihe sowie ein großer 
Anteil an Markrophagen. 
3. Die Zellen des ZNS von C57BL/6 exprimieren alle in dieser Arbeit 
untersuchten NTs und NT-Rezeptoren. 
4. Die qualitative PCR-Analyse zeigt, dass die B-Zellen des KM und der 
Milz die untersuchten NT-Rezeptoren (trkA, trkB (gp95), trkC, p75NTR) 
und die NTs (BDNF. NGF, NT-3) exprimieren. 
5. Der NT-Rezeptor trkB (gp145) wird von B-Zellen des KM und der Milz 
nicht exprimiert.  
6. Die quantitative PCR-Analyse zeigt, dass die Zellen des ZNS die NTs 
und NT-Rezeptoren in unterschiedlicher Häufigkeit exprimieren:  trkC 
> trkB (gp95) > BDNF > NT-3 > NGF. 
7. Für die B-Zellen der Milz lässt sich eine Reihenfolge abnehmender 
Expression der untersuchten NTs aufzeigen: NT-3 > NGF > BDNF. 
8. Die B-Zellen des KM exprimieren die untersuchten NTs in folgender 
Reihenfolge: NT-3 > BDNF > NGF. 
9. Im Vergleich der Expression der NTs zwischen den B-Zellen des KM 
und der Milz exprimieren B-Zellen des KM mehr BDNF als die B-
Zellen der Milz.  
10. Die B-Zellen der Milz exprimieren mehr NGF und NT-3 als die B-
Zellen des KM. 
11. B-Zellen aus dem KM und der Milz exprimieren mehr trkC als trkB 
(gp95). 
12. Die B-Zellen des KM enthalten mehr genetische Information für den 
NT-Rezeptor trkC als die B-Zellen der Milz. 
13. Eine eindeutige Differenz der Expressionshäufigkeit von trkB (gp95) 





Die vorliegende Arbeit gliedert sich im Hinblick auf die durchgeführte 
Methodik in zwei Abschnitte. Der erstere untersucht mittels zellbiologischer 
Methoden die zelluläre Zusammensetzung von Knochenmark und Milz.  
Im zweiten Abschnitt beschäftigt sich diese Arbeit mit der differenten 
Expression von Neurotrophin- Rezeptoren und Neurotrophinen in murinen B-
Zellen unter Berücksichtigung des jeweiligen Zellmilieus und vergleicht diese 
miteinander. Hierbei wird der Frage nach Unterschieden in der Expression 




5.1 Das zelluläre Milieu im KM und der Milz 
 
In dieser Arbeit wurden das jeweilige umgebende zelluläre Milieu von Milz 
und KM mittels spezifischer zellulärer Marker in fluoreszenzzytometrischer 
Methoden untersucht (siehe 4.1.3.1 und 4.1.3.2).  
Die jeweiligen Kompartimente unterscheiden sich dahingehend, dass sich die 
B-Zellen im KM in unterschiedlichen Entwicklungsstufen (Melchers and 
Rolink 1999; Hardy et al. 2001) und in einem Milieu aus Vorläuferzellen der 
erythroiden und granulocytären Reihe, pluripotente Stammzellen sowie 
einem Pool aus zahlreichen Zytokine befinden (Kincade et al. 1994) (siehe 
Abb. 4.7). Hier ist insbesondere IL-7 zu nennen, einen notwendigen Faktor 
für die regelrechte Entwicklung und Differenzierung der B-Zelle in den 
frühesten Stadien (ab Prä-Pro-B-Zell- Stadium), welcher über den IL-7- 
Rezeptor (CD 127) der B-Zelle vermittelt wird (Namen A.E. et al. 1988). Die 
IL-7- Synthese erfolgt durch die Stromazellen des KM (Mertsching E. et al. 
1996; Ceredig R. et al. 1998; Labouyrie et al. 1999).  
Der Großteil der Zellen im KM besteht aus Zellen und deren Vorläufern der 
erythroiden (ca. 30%) und granulozytären und monozytären Reihe (ca. 50 – 
60%) (Hagmann et al. 2001) (siehe Abb. 4.7, Kap. 4.1.3.1).  
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In der Milz dagegen zeigt sich in den durchflußzytometrischen Analysen ein 
Überwiegen der lymphoiden Reihe, repräsentiert durch reife B- und T-Zellen 
(siehe Abb. 4.9) sowie ein großer Anteil von Makrophagen. Hier ist der Ort 
des Antigen-Kontaktes und der Interaktion mit T-Zellen und Makrophagen.  
Mittels CD45R(B220)- Pan- B-Zell- Marker wurden die Populationen an B-
Zellen im KM und in der Milz bestimmt (siehe Kap. 4.1.3.1 und 4.1.3.2). 
Dieser B-Zell- Marker wird von allen B-Zellen in den unterschiedlichen 
Entwicklungsstufen exprimiert (Johnson P. et al. 1997).  
Eine genauere Analyse der verschiedenen  Subpopulationen der B-Zellen im 
KM und der Milz erfolgte in dieser Arbeit nicht, da zum damaligen Zeitpunkt 
der experimentellen Phase dieser Arbeit neben MACS (Magnetic Activated 
Cell Sorting) (siehe Kap. 4.1.2) keine spezifischeren Methoden zur 
genaueren Differenzierung von B-Lymphozyten-Subpopulationen und andere 
Verfahren zur Separation dieser Subpopulationen nicht zur Verfügung 
standen. 
Nach den Veröffentlichungen von Rolink und Melchers 1999 und Hardy et al. 
2001 setzen sich die B-Zell-Subpopulationen im KM aus den Vorläufer-B-
Zellen (Prä-Pro-B-Zelle bis unreife B-Zelle) und in der Milz aus überwiegend 
reifen - und zum Teil - unreifen B-Zellen (ca. 5 – 10%) (Melchers et  al. 1999) 
zusammen. Dahingehend setzen wir nach diesen Quellen voraus, dass es 
sich bei den mittels CD45R(B220) detektierten B-Zellen aus der Milz um 
überwiegend reife B-Zellen (> 90%) und bei den Zellen im KM um 
ausschließlich unreife Vorstadien der B-Zelle ohne Vorliegen von reifen B-
Zellen handelt.  
Die verwendeten Zuchttiere – 17 Tage alte Wildtyp- Mäuse C57BL/6 - 
wurden nach dem im Kap. 3.1.1 und 3.1.2 aufgeführten Aufzuchtprotokollen 
behandelt und versorgt, um einen Antigenkontakt weitestgehend zu 
verhindern. Ziel ist die Untersuchung ist die genauere Analyse der B-Zellen 




5.2 Expression von Neurotrophinen und Neurotrophin- 
Rezeptoren der murinen B-Zellen 
 
In einem ersten Schritt der molekulargenetischen Analysen wurde mittels 
einer qualitativen PCR (siehe Kap. 4.2) näher untersucht, welche 
Neurotrophine und Neurotrophin- Rezeptoren in B-Zellen des KM und der 
Milz sich nachweisen lassen. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, 
dass alle in dieser Arbeit untersuchten Neurotrophine (NGF, BDNF, NT-3) 
und alle Neurotrophin- Rezeptoren (trkBgp95, trkC und trkA, p75NTR) 
exprimiert werden mit Ausnahme des trkBgp145 (siehe Kap. 4.2.5). Zu 
Beginn wurde trkBgp145 ausschließlich auf neuronalen Gewebe 
nachgewiesen (Biffo et al. 1995). Nun zeigen ausgedehnte histologische und 
molekularbiologische Untersuchungen an stimulierten bzw. EBV- 
transformierten sowie maligner (Non- Hodgkin-) B-Zellen (Labouryie et al. 
1997; D´Onofrio et al. 2000; Schenone et al. 1996; Nakagawara et al. 2001) 
eine nachweisliche extraneuronale Expression des trkBgp145- Rezeptors, 
bestreiten jedoch teilweise die Existenz von p75NTR auf B-Zellen (D´Onofrio 
et al. 2000). Andere Autoren zeigen lediglich nur die Expression von trkA und 
p75NTR auf Gedächtnis- B-Zellen (Torcia et al. 1996).  
Anscheinend führt die maligne bzw. die viral  bedingte Transformation der B-
Zellen im Rahmen einer EBV- Infektion bzw. einer Non-Hodgkin- Erkrankung 
der B-Zelle zu einer Aktivierung der trkBgp145- Rezeptor- Expression, was 
letztendlich auch eine Erklärung für ein anderes Verhalten der B-Zelle sein 
kann.  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte weder mittels qualitativer noch mit 
quantitativer molekularbiologischer Methodik trkBgp145- Rezeptor auf B-
Zellen des KM oder der Milz nachgewiesen werden. Jedoch konnte auf den 
B-Zellen des KM und der Milz ein ca. 95kDa großes trkB-Molekül (trkBpg95) 
ohne Tyrosinkinase-Domäne, also ohne intakten katalytischen Zentrum 
(Klein et al. 1989/ 1990; Middlemas et al. 1991) nachgewiesen werden. 
Ursprünglich ging man davon aus, dass diese „beschnittene“ Form von den 
üblichen Signalwegen ausgeschlossen ist (Barbacid et al. 1995; Kaplan et al. 
1993). Es wurden verschiedene Funktionen für diese Rezeptorform 
diskutiert: Inhibition der Neurotrophin- Signalwege (Eide et al. 1996) durch 
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Dimerisierung mit trkBgp145, ein unabhängiger intrazellulärer Signalweg 
(Baxter et al. 1997), eine BDNF induzierte Signalkaskade – nachgewiesen in 
cerebralen Glia- Zellen - (Rose et al. 2003) oder eine Interaktionen mit 
p75NTR (Hapner et al. 1998; Hartmann et al. 2004).  
Da wir in dieser Arbeit neben trkBgp95- Rezeptor auch den Pan-
Neurotrophin- Rezeptor p75NTR auf B-Zellen des KM und der Milz 
nachweisen konnten, könnte über eine Interaktion von trkBgp95 und p75NTR 
ein Effekt des natürlichen Liganden von trkBgp95 – BDNF - auf die B-Zelle 
erklärt werden (siehe Abb. 1.9 und 1.12). 
P75NTR wird einerseits über eigene, trk- unabhängige, Signaltransduktions- 
Mechanismen eine Modulation der Neurotrophinwirkung in der Zielzelle 
(Dobrowsky et al. 1994) und andererseits ein Effekt durch Komplexbildung 
mit den trk- Rezeptoren (Barrett et al. 1999; Chao et al. 1998) 
zugeschrieben. Dies erklärt die unterschiedlichen Effekte - Apoptose und 
Überleben - des p75NTR auf die jeweilige Zielzelle (Verdi et al. 1994; Barker 
et al. 1994).   
Dabei scheint es unterschiedliche Interaktionen mit den trk- Rezeptoren zu 
geben. In den verschiedenen Modellen zur Interaktion wird eine 
Komplexbildung zu Oligomeren, zu Heterodimeren (Jing et al. 1992) und ein 
Rekrutierungsmodell (Chao et al. 1995) diskutiert (siehe Abb. 1.9).  
Diese antiapoptotische und proliferative Kaskade wird nur bei Vorliegen von 
trk- Rezeptoren in Gang gesetzt (Cotrina et al. 2000). In der Abwesenheit 
von trk- Rezeptoren werden nach einer Neurotrophinbindung apoptotische 
Signale intrazellulär vermittelt (Chao et al. 1998). (siehe Abb. 1.12). 
Der Nachweis beider Rezeptoren lässt positive Effekte von BDNF auf B-
Zellen über die oben aufgeführten Modelle erklärbar werden. Funktionelle 
Untersuchungen zur genaueren Analyse dieses Postulates erfolgten in dieser 
Arbeit nicht. Der Nachweis beider Rezeptoren auf der murinen B-Zelle im KM 
und der Milz macht eine Reaktion auf BDNF ohne Vorliegen des trkBgp145 
unter Berücksichtigung der oben genannten Modelle möglich. Dadurch sind 
autokrine Funktionen von BDNF in den B-Zellen selbst denkbar, die schon 
für die Mastzellen im Respriationstrakt beschrieben wurden (Kanda et al. 
2002; Skaper et al. 2000; Xiang et al. 2000). Im humanen KM wurden 
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ebenfalls autokrine und parakrine Mechanismen angenommen (Labouryie et 
al. 1999). 
Des Weiteren wurden - wie schon erwähnt - die trk-Rezeptoren trkA, trkC 
sowie die Neurotrophine NGF, BDNF und NT-3 in den B-Zellen des KM und 
der Milz nachgewiesen. Eine semiquantitative Analyse mittels Messung der 
Fluoreszenzintensität (GelScan® V5.01) erbrachte keine Differenz zwischen 
den Expressionsmuster und der Expressionsintensität zwischen den 
einzelnen Neurotrophin- Rezeptoren und Neurotrophinen auf den B-Zellen 
des KM und der Milz. Dies ist zudem durch die Limitierung der Methodik der 
qualitativen PCR bedingt wie die unterschiedliche Produktgröße (in bp) durch 
die verwendeten Primer (siehe Tab. 4.2), die somit in unterschiedlichen 
Ausmaß Ethidiumbromid einlagern und somit per se eine differente 
Fluoreszenzstärke aufweisen. Aus diesem Grunde zogen wir eine 
quantitative molekularbiologische Methoden (LightCycler®) hinzu, um die 
Fragen nach unterschiedlichen Expression von Neurotrophinen und deren 
Rezeptoren auf den B-Zellen des KM und der Milz einhergehend zu klären. 
 
5.3 Differente Expression von Neurotrophin- Rezeptoren und 
Neurotrophinen in murinen B-Zellen des KM und der Milz 
 
Im Kapitel 3.5.5.1 – 3.5.5.3 wird die genaue Methodik einhergehend erklärt. 
Mittels dieser Methodik wird der jeweiligen Schwellenzyklus CT für das zu 
untersuchende Target (Neurotrophin/ Neurotrophin-Rezeptor) ermittelt und 
miteinander verglichen. Dieser Vergleich lässt einen Rückschluß auf den 
unterschiedlichen mRNA-Gehalt des jeweiligen Neurotrophin bzw. 
Neurotrophin-Rezeptors zu und macht diese untereinander vergleichbar. 
Aus den Untersuchungen der Neurotrophine (NGF, BDNF, NT-3) ergibt sich 
für die Kompartimente KM und Milz folgende Ergebnisse (vgl. Kap. 4.3.2 und 
4.3.3): 
 
♦ In den CD45R(B220) positiven B-Zellen – zu über 90% reife B-Zellen 
– ist NT-3 das dominante Neurotrophin, gefolgt von NGF und danach 
BDNF (siehe Tab. 4.4). 
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♦ In den CD45R(B220) positiven B-Zellen des KM – fast ausschließlich 
unreife B-Zellen und deren Vorläuferstadien – ist das dominante 
Neurotrophin ebenfalls NT-3, jedoch gefolgt von BDNF und 
letztendlich NGF (siehe Tab. 4.4).  
 
 
♦ Im Vergleich der beiden Kompartimente – unreife B-Zellen mit deren 
Vorläufern des KM mit reifen B-Zellen aus der Milz – zeigt sich, das in 
den CD45R(B220) positiven Zellen des KM mehr BDNF enthalten ist 
als in den Zellen der Milz (siehe Tab. 4.5). In den CD45R(B220) 
positiven reifen B-Zellen der Milz ist zu einem geringen Unterschied 
mehr NT-3 und NGF enthalten. 
 
Die Relevanz der Unterschiede in der Expression von Neurotrophinen durch 
die B-Zellen der unterschiedlichen Kompartimente ist nicht gänzlich klar. 
Durch die unreifen B-Zellen des KM und deren Vorläufern wird mehr BDNF 
exprimiert als durch die reifen B-Zellen der Milz. In aktuellen Untersuchungen 
mittels eines BDNF-knock-out- Mausmodells konnte gezeigt werden, dass 
die Abwesenheit von BDNF zu einem spezifischen Defekt in der regelrechten 
B-Zell- Lymphopoese mit einem Entwicklungstop in den frühen B-Zell- 
Stadien führte (Schuhmann et al. 2005). Dies könnte die Erklärung für die 
erhöhte Expression von BDNF in den unreifen B-Zellen des KM sein.  
 
Der erhöhte Level von NGF in den reifen B-Zellen der Milz ist erklärbar durch 
die bereits beschriebene Funktion von NGF vor allem auf die Gedächtnis-B-
Zellen als autokriner Überlebensfaktor (Torcia et al. 1996). Zudem konnte 
gezeigt werden, dass NGF ein wesentlicher Faktor für die Ig-Synthese 
(Kimata et al. 1991) und die regelrechte Proliferation peripherer B-
Lymphozyten (Thorpe et al. 1987) sowie Differenzierung (Otten et al. 1989) 
darstellt. Auch im Rahmen neuroimmunmodulatorischer Prozesse ist NGF 
ein wesentlicher Faktor (Otten et al. 1994), so dass auch hier der erhöhte 
Level an NGF in den reifen B-Zellen der Peripherie mit autokriner und 
parakriner Funktion auf andere interagierenden Zellen erklärbar erscheint.  
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NT-3 wurde schon im Vorfeld als notwendiger Faktor zur Differenzierung und 
Proliferation von Immunzellen beschrieben (Besser et al. 1999; Torcia et al. 
1996). Der detektierte Unterschied in der Expression von NT-3 – reife 
CD45R(B220) positive B-Zellen in der Milz exprimieren mehr NT-3 als die 
unreifen B-Zellen des KM – ist aktuell nicht klar. Als hypothetische Erklärung 
könnten synergistische Effekte mit NGF auf die regelrechte Proliferation und 
Immunantwort bestehen, da gezeigt werden konnte, dass NT-3 in höheren 
Level ebenfalls an den trkA- Rezeptor bindet wie NGF (Klein et al. 1991; 
Glass et al. 1993; Barbacid et al. 1994/ 1993) und dabei dieselben Effekte an 
den Zellen auslöst. Ebenfalls ist nicht ausreichend geklärt, warum die B-
Zellen beider Kompartimente NT-3 in höheren Level exprimieren als die 
jeweiligen anderen Neurotrophinen. Dahingehend wäre eine genauere 
Untersuchung der Rolle von NT-3 in der B-Zell-Lymphopoese sinnvoll. 
 
 
Hinsichtlich der Neurotrophine-Rezeptoren ließen sich mittels der 
quantitativen PCR-Methodik nur zwei Rezeptoren (trkBgp95 und trkC) 
etablieren. Es gelang in dieser Arbeit zwar der qualitative Nachweis von trkA 
und p75NTR, die quantitative Analyse erbrachte jedoch keine validen 
reproduzierbaren Ergebnisse, so dass wir uns in dieser Arbeit nur auf die 
validen und reproduzierbaren Daten des quantitativen Nachweises von 
trkBgp95 und trkC beschränken. Folgende Ergebnisse lassen sich aufzeigen: 
 
♦ Es zeigt sich in beiden Komaprtimenten auf den reifen wie unreifen 
CD45R(B220) positiven B-Zellen eine dominante Expression des 
Neurotrophin-Rezeptors trkC gegenüber trkBgp95 siehe Tab. 4.6). 
 
♦ Im Vergleich der B-Zellen aus der Milz und des KM zeigt sich, dass 
CD45R(B220) positive B-Zellen aus dem KM enthalten geringfügig 
mehr genetische Information an trkC (siehe Tab. 4.7). 
 
♦ Reife B-Zellen der Milz enthalten geringfügig mehr mRNA für den 
Rezeptor trkBgp95 als unreife B-Zellen des KM (siehe Tab. 4.7). 
Dieser Unterschied ist jedoch allenfalls marginal, da noch nicht einmal 
 138 
eine Differenz von einem Zyklus sich aufzeigen ließ. Insgesamt ist die 
Expression als gleich anzusehen. 
 
Der erhöhte Expressionslevel der B-Zellen des im KM und der Milz von trkC 
lässt sich gut durch den ebenfalls in beiden Kompartimenten erhöhten Level 
an NT-3 erklären.  
Wie schon erläutert, wurde in den unreifen B-Zellen der Milz mehr NT-3 
nachgewiesen als in den B-Zellen des KM. Für den trkC- Rezeptor scheint 
dieses Verhältnis umgedreht zu sein: in den B-Zellen des KM ist (geringfügig) 
mehr genetische Information für trkC enthalten als in den B-Zellen der Milz. 
Gegenfalls ist dies durch den erhöhten Gehalt an NT-3 in der Milz bedingt im 
Rahmen einer mutmaßlichen Down- Regulation. Genauere Untersuchungen 
könnten hier Aufschluß geben. 
Als Primer für TrkC wurde ein Primer verwendet, der alle Isoformen des trkC 
erkennt, somit also auch die trkCgp108-Isoform, die analog zum trkBgp95 
kein katalytisches Zentrum besitzt (Tsoulfas et al. 1993; Barbacid et al. 
1994). Auch hier – wie beim trkBgp95 – ist die „beschnittene“ Form des trkC 
von den üblichen Signalwegen ausgeschlossen (Barbacid et al. 1995; Kaplan 
et al. 1993), Es werden alternative Signalwege (Baxter et al. 1997), die 
Inhibition der klassischen Neurotrophin- Signalwege (Eide et al. 1996) oder 
Interaktionen mit dem Pan-Neurotrophinerezeptor p75NTR angenommen 
(Hapner et al. 1998).  
 
Über die trkC- Rezeptoren kann die Wirkung des NT-3 auf die B-Zellen in 
beiden Kompartimenten vermittelt werden, welche für die Differenzierung und 
Proliferation der B-Zellen einen Einfluß hat (Torcia et al. 1996). trkC wurde im 
humanen KM gerade für die neutrophile und eosinophile Granulopoese als 
Bestandteil beschrieben (Labouyrie et al. 1999). Zudem scheint es in den 
Makrophagen und Epithelzellen der Lunge eine Bedeutung im Hinblick auf 
inflammatorische Prozesse zu haben (Hikawa et al. 2002). Des Weiteren 
wurde im Rahmen der Frakturheilung erhöhte NT-3-Level und vermehrte 
Expression von trkC-Rezeptoren auf den Osteoblasten im Frakturbereich 
nachgewiesen (Nakanishi et al. 1994a/b), so dass autokrine und parakrine 
Mechanismen ebenfalls für NT-3 und trkC als sehr wahrscheinlich 
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angesehen werden, so dass diese auch für die B-Zellen postuliert werden 
können. Auch hier könnte eine weitere Untersuchung z. Bsp. im Rahmen 
eines Kock-out- Mausmodells die Bedeutung von trkC für die B-Zelle 
beleuchtet werden. 
 
Der Unterschied in der Expression des trkBgp95- Rezeptors in den B-Zellen 
ist so geringfügig, dass eine relevante Differenz in den wiederholten 
Untersuchungen nicht beschrieben werden kann. Über die Rolle des 





Hinsichtlich der Zielstellung dieser Arbeit wurde der Nachweis über die 
Expression der Neurotrophin- Rezeptoren und Neurotrophine auf murinen B-
Zellen in den Kompartimenten KM und der Milz erbracht. Zudem erfolgte die 
quantitative Differenzierung mittels LightCycler-PCR-Technologie. Welche 
funktionellen Unterschiede aus diesen Ergebnissen gezogen werden können, 
müssen weitere Untersuchungen klären.  
Zudem erbrachte diese Arbeit im Rahmen der Methodenetablierung der 
quantitativen PCR mit murinen cerebralen Zellen erstmalig eine quantitative 
Analyse der Expression von Neurotrophinen und Neurotrophin- Rezeptoren 
im Gehirn der Maus. Eine genauere Differenzierung zwischen Neuronen und 
Gliazellen wurde im Rahmen der Methodenetablierung nicht durchgeführt, 
jedoch könnte eine quantitative Expressionsanalyse der einzelnen cerebralen 
Zellen im Gehirn der Maus einen genaueren Aufschluß über etwaige neue 





Neurotrophine sind lösliche Faktoren, die für die Entwicklung und das 
überleben des Nervensystems der Wirbeltiere unerlässlich sind (Barbacid et 
al. 1994, Lavi-Montalcini et al. 1987). Sie werden durch die Zielzellen des 
Nervensystems selbst – im Rahmen von autokrinen Mechanismen - oder 
durch das umgebende Stroma sezerniert und entfalten ihre Wirkung durch 
spezifische Rezeptoren (trk- Rezeptoren/ Pan-Neurotrophin- Rezeptor 
p75NTR), die ihrerseits durch verschiedene Signalkaskaden differente 
Funktionen wie die Induktion der Axonsprossung (Heumann et al. 1994), 
Motoneuron- (Wiese et al. 1999), der Gliazellentwicklung (Barres et al. 1994), 
Schutz vor Zytotoxizität (Lindholm et al. 1993) und Modulation der 
Proteinexpression sowie synaptischen Funktion (Korsching et al. 1993) 
jedoch auch Apoptose vermitteln. Ihre Funktion geht über rein trophische 
Effekte hinaus wie die Induktion von Chemotaxis im Rahmen der 
Nervenzellentwicklung (Gundersen et al. 1979). 
Aktuelle Arbeiten und Daten der letzten 10 Jahre belegen darüber hinaus, 
dass Neurotrophine auch extraneuronal insbesondere durch Zellen des 
Immunsystems und des Knochenmarks exprimiert werden (Labouryie et al. 
1999).  
Zudem spielen Neurotrophine eine wichtige Rolle im physiologischen und 
pathophysiologischen Ablauf der Entwicklung der Immunzellen im KM 
(Labouyrie et al. 1999) und der Lymphozyten in der Peripherie (Thorpe and 
Perez-Polo 1987; Otten et al. 1989) sowie der Immunreaktion des Asthma 
bronchiale (Braun et al. 2001; Nockher et al. 2006) und Tumorerkrankungen 
wie das B-Zell-Lymphom (Labouyrie et al. 1997). 
Differente Angaben bestehen allerdings über die Detektion von 
Neurotrophinen und deren Rezeptoren den B-Lymphozyten. Während einige 
Autoren belegen, dass die B-Zelle trkA, trkC sowie beide Isoformen des trkB-
Rezeptors (trkBgp145, trkBgp95) exprimiert (D´Onofrio et al. 2000; Schenone 
et al. 1996) sowie NGF, BDNF und NT-3 sezernieren (Torcia et al. 1996; 
Besser et al. 1999), zeigen andere Autoren lediglich eine Expression von 
trkA und p75NTR auf (Brodie et al. 1996).  
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Ziel der Arbeit war die genaue Charakterisierung des Expressionsmusters 
der Neurotrophin-Rezeptor- Expression sowie Nachweis der Neurotrophin- 
Produktion auf murinen B-Lymphozyten mittels qualitativer und quantitativer 
molekularbiologischer Methoden. Zudem wurde nach quantitativen 
Unterschieden zwischen reifen B-Zellen der Peripherie – exemplarisch in den 
B-Lymphozyten der Milz – und unreifen B-Zellen des Knochenmarks 
gesucht. 
Es zeigt sich, dass reife wie unreife B-Zellen alle bekannten Neurotrophin-
Rezeptoren (trkA, trkBgp95, trkC, p75NTR) sowie deren Liganden (NGF, 
BDNF, NT-3) exprimieren mit Ausnahme des trkBgp145. Die mRNA für 
diesen Neurotrophin- Rezeptor konnte weder mittels qualitativer noch 
quantitativer Methodik nachgewiesen werden. Dennoch ist eine trkB-
vermittelte Wirkung des natürlichen Liganden BDNF über trkBgp95 – dem im 
Ggs. zum trkBgp145 das katalytische Zentrum fehlt – möglich (Baxter et al. 
1997; Hapner et al. 1998). In dieser Arbeit konnte eine umfassende 
Charakterisierung der Neurotrophin- (Rezeptor-) Expression der murinen B-
Zelle verwirklicht werden.  
Des weiteren zeigten sich quantitative Unterschiede im Expressionsmuster 
der einzelnen Neurotrophine und deren Rezeptoren im Vergleich unreifer mit 
reifer B-Zellen, so dass eine permanente Modulation dieser Expression und 
damit unterschiedliche Funktionen der einzelnen Neurotrophine im Rahmen 
der B-Zell-Entwicklung postuliert werden kann. Weitere funktionelle 
Untersuchungen könnten hier Aufschluß über die einzelnen differenten 
Funktionen - neben den bereits bekannten - der verschiedenen 
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